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Introduction. 


Among the substances most often used in studies of cellular permeability 
water occupies a very special position. Although the monovalent alcohols 
and especially the methyl alcohol, considered as methylated water, form a 
connecting link between the water and organic anelectrolytes, only very few 
of the permeability series so far published comprise the water or the mono- 
valent alcohols along with the other anelectrolytes. 

On the other hand there is no lack of special studies concerned with the 
water or alcohol permeability of many different cell types, but their results 
are on the whole not very accurate and cannot be directly compared with 
those of the systematic permeability studies. 

This is due, mainly, to two causes. 

1. It is usually necessary to study the permeation of water as a mass- 
movement or filtration process, brought about by differences in osmotic or 
hydrostatic pressure, while the permeation of other substances is studied as 
a diffusion process. The results are therefore expressed in totally different 
units of measure’. It is true that the osmotic pressure can be described as a 
water concentration difference and thus the permeation rate for water expres- 
sed in the same way and by the same units as employed for other compounds; 
but even so it is possible to doubt whether the result would be the same if 
the permeation of water could take place as diffusion pure and simple, like 
that of other substances. : 

2. The second cause which compromises the comparison of water and 
alcohol with the rest of the anelectrolytes is the extremely high permeation 
rate of the firstnamed substances which makes sufficiently accurate deter- 
minations extremely difficult to obtain. In plant cells we have as a further 
difficulty the effect of the cellulose wall which reduces the permeability to 
an extent which it is usually impossible to determine. 

The first difficulty can be overcome by means of heavy water, which opens 
up the possibility of working with a solution of water in water and allows a 
comparison with, say, alcohol in water as quite similar diffusion processes. 


1 Comp. BACHMANN (1939) and the discussions by FREY-WYSSIING and 
v. RECHENBERG-ERNST (1943) which latter are not, however, quite to the point. 
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There is no doubt a definite difference between the rates of permeation 
of ordinary and heavy water (BRooKs 1935, PARPART 1935, BROOKS St) 
but the permeation mechanism should be practically the same for both. 

In an earlier study (WARTIOVAARA 1942) the writer was able largely to 
overcome the technical difficulties due to high permeation rates by measuring 
the rates at which the compound dealt with would come out from large cells 
of Characere into small volumes of water. The quantity obtained in each expe- 
rimental period is thus directly determined by analysis. Using a somewhat 
altered set up the permeation of methyl alcohol and heavy water could be 
measured easily and with sufficient accuracy in periods down to 10 seconds. 

The experiments to be described were carried out on the internodial 
cells of Tolypellopsis stelligera, an alga belonging to the Characewe, partly 
because these cells are well suited for the purpose, but also because they are 
nearly related to the Chara ceratophylla, on which COLLANDER and BARLUND 
made their extensive permeability studies, and can be taken to show very 
similar permeabilities (WARTIOVAARA 1942 p. 75). 


Methods. 


The plants used were collected at the southern shores of Finland and sent 
to Copenhagen packed in moist paper. They were kept there for 7 weeks in ar- 
tificial brackish water of 1°/ 9 salinity at 12° C and exposed only to a weakened 
daylight. The growth during this period was very slight. The plants which 
were collected about the end of their natural vegetation period were evidently 
in a state of rest, very favourable from the point of view of the uniformity 
of the material for physiological purposes. 

Single internodial cells were prepared a few hours before each experiment. 
Their diameter varied from 0.6 to 0.8 mm with a length of about 70 mm. 
They were regular cylinders with a volume of about 30 ul. Each experiment 
was made on one single cell. 

The essential part of the apparatus shown in fig. 1 is a glass tube (d) about 
4mm in diameter (fig. 2), expanded at the top and provided with a side tube, 
while the lower end is narrowed down to capillary dimensions. ‘The cell to 
be studied is placed in this tube and pressed lightly against one side by means . 
of two 0.5 mm glass rods sealed together at both ends (fig. 2, right). In con- 
sequence of this arrangement air bubbles can glide freely upwards and break 
without producing spray, and when the tube is emptied the water will flow 
off quickly and almost completely. 

The tube is first filled with a solution of the substance to be studied, which 
is kept in contact with the cell for several minutes and well mixed by air 
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Fig. 2. The tube d with the cell (black). 
Right the glass rods holding the cell, frontal 
view. 


bubbles sucked through from below. 
Thereupon this solution is allowed to 
drain off, a water reservoir (b) is con- 
nected to the top of (d), a piece of rub- 
ber tubing (i) to the side tube and the 
whole is arranged in a waterbath (c). 
This is filled with water of the desired 
temperature which is kept mixed by 
air. The opening of the reservoir (b) is 
so narrow that the water cannot flow 


out except under pressure. Pressure 
can be applied through (g, k, 1) and 
causes an air bubble to enter (b). By 
Fig. 1. The apparatus. a the same pressure the solution is emp- 
rubber membrane, 6 water. tied out from (d). When next suction 
reservoir, c temperature a 3 ee 5 
bath, d glass tubeforhol- is applied (h, k, 1) a definite volume of water is let 
ding the cell,etubecarry- ont from (b) and covers the cell and at the same time 
ing dry, filtered air, / air : ; 
pipe for mixing water in ait begins to bubble through from (e). The volume 
temperature bath, gcom- of water, let out every time suction replaces pres- 
pressed air tube, / suction yu 
tube, i clip, k capillary Sure, is regulated by the rubber membrane (a) 
tube, / ere tubber which is adjusted by a screw}. 
ube. 

The connection of the apparatus with either the 
suction or the pressure was brought about instantaneously by a clip (i). 
Suction and pressure were regulated to about the same difference from the 
atmosphere of about 20—50 cm water. The capillary (k) regulates the flow 
of air and slows down the rise in pressure sufficiently to allow the solution 
to drain off from the walls of the tube (d) and the cell. The dimensions 
of the separate parts were tried out until a volume of water of 100—200 yl 


could be exchanged in one second. 


Because the heavy water is hygroscopic the air used for mixing had to 
be dry, and at the same time the lower end of (d) had to be easily accessible 
in order to collect the solution samples. The dry air was let in through (e). 
Even if this was perhaps unnecessary on account of the low concentration 
of the solutions and the brief experimental periods, the tube was useful as 
a protection for the capillary. When the solution had to be changed a micro 


1 This detail was not fully satisfactory as the volume variations were too 
large. Some kind of pump would no doubt be better. 
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test tube was introduced so that the capillary reached well into it and for 
one second pressure was applied instead of the normal suction. 

Before any determinations of the diffusion from the cell were made the 
water was changed several times during a period corresponding more or less 
to the elimination of one half of the available quantity of the substance to 
be determined, in order to have a regular concentration gradient. Then fol- 
lowed the changes in accurately measured periods of the same length, and 
the solutions emptied out were collected for analysis. The sampling tubes 
were closed with paraffin stoppers. 

The solution used for the experiments was distilled water with 30 mg/l 
CaCl, and neutralized to p, 7 with 13.7 mg/l NaHCO;. This solution cor- 
responds fairly well to the natural environment of the plants and at the py, 
of 7 is not too sensitive to the CO, of the atmosphere. All experiments were 
made at 20°C. 

The D,O had a concentration between 30 and 50 %. The same quantity 
of 0.3 ml could be used to saturate cells several times before becoming too 
dilute. 

From the point of view of the accuracy of the results the highest possible 
concentration is to be preferred. Even concentrations of about 100 % do 
not apparently damage the cells, but when brought from this into ordinary 
water the cells would often burst. This never happened with 50 %, D,O. The 
plasma rotation continued undisturbed throughout, and the cells would keep 
alive at least for several days afterwards. 

The methyl alcohol was used as 5 %, that is about 1.6 molar, solution. 
It had no visible effect on the cells during or after the experiments. The nar- 
cotic effects of methyl alcohol on plant cells is known to be slight and the 
osmotic effect small only. 

The volumes of the water samples were determined by weighing and no 
account was taken of the very slight differences in specific gravity. 

The concentration of DHO in the samples was at first determined in the 
usual way, after purification by repeated distillation, by determination of 
the specific gravity of the distillate according to the method of LINDERSTROM- 
LanG (1938), in which drops of the unknown solution are placed in a verti- 
cal tube containing mixtures of bromo-benzol and gasoline, showing a regu- 
larly increasing specific gravity from top to bottom, and their position accu- 
rately compared with drops of known specific gravity; but it was found that 
the concentrations of other constituents remained so constant that a direct 
determination of the specific gravity of the samples by the same method could 
give results of sufficient accuracy. 


' The determinations were kindly carried out by dr. Ussinc and Mrs. ScHau- 
FUSS. 
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The determinations of methyl alcohol were carried out as follows: 


A 0.01 molar solution of potassium bichromate in conc. sulphuric acid was 
added to each sample by a syringe pipette (KROCH 1935). After cooling the 
mixture was washed into a larger vessel with about 20 volumes of water and 
the surplus bichromate titrated iodometrically by means of thiosulphate. 

The permeation constant was calculated from the equation (CoLLANDER 

& BARLUND 1933 p. 26) 


(1) Seay edie eae 


in which P is the permeation constant, t the time, v the cell volume, q the 
cell surface, C the concentration of the diffusing substance at the beginning 
of each period and c the decrease in concentration during the period t. 

In practice the following equation was employed 


d 
(2) P=3.45 : log k 


in which d is the cell diameter in mm, t the time in minutes and k the relation 
between quantities of the substance diffusing out in consecutive periods. 
In this equation P is obtained in cm/hour, although t and d are measured in 
minutes and mm. The equation is obtained from (1) by changing into ordi- 


Pua: Cringe ¥ f : 
nary logarithms, substituting 3 for er (relation between cylinder volume and 
+ 


surface) and combining all constants into one. The substitution of k for 


G can be made, because the rate of diffusion at any moment is directly 
—c 


proportional to the inside concentration at that moment. 

This latter relation is of special interest, because in my experiments the 
quantities diffusing out of the cell in consecutive periods are determined 
instead of the concentration in the cell sap. When the periods are of the same 
length we get a series of k-values (in principle identical) from which to cal- 
culate the permeation constant according to equation (2). 

The experimental arrangement adopted makes it possible to avoid one 
source of error which is very common in experiments on rapid diffusion. When 
namely the diffusion resistance of the plasma membrane is of the same order 
of magnitude as that of the other constituents of the cell — including the sap 
— it is necessary to allow for the time which is required at first to establish 
a definite concentration gradient. With my arrangement it is unnecessary 
to begin measuring the rate of permeation just after changing from the satu- 
rating solution to water. One can wait until the concentration gradient is 
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stabilized. Without this arrangement it would scarcely be possible to 
measure the rate of methyl alcohol permeation in freshly killed cells, which 
show a half-value period only 3 times longer than that of a corresponding 
cylinder of pure water. 


Sources of systematic error and corrections. 


The very rapid permeation of the substances dealt with will cause certain 
rather large errors in the results as directly obtained, for which quantitative 
allowance must be made. 

The analyses are mainly liable to positive errors. Negative errors, due 
e.g. to evaporation, will, on account of the low concentrations, be insignifi- 
cant, but accidental, even if small, impurities will have a definite positive 
effect. Larger errors of this kind will show up as distinct aberrations from 
the curves representing the experiments. 

The fact that a certain fraction of the solution in the experimental vessel 
is not emptied out and takes up some of the substance diffusing out diminishes 
the concentration gradient and causes a negative error. This error is nearly 
constant and can be eliminated by calculation. When the water is changed 
at constant intervals a definite relation is established after a few changes 
between the surplus left over from one change and the deficit of the next. 
Since the quantities diffusing out decrease regularly the surplus is always 
larger than the deficit and in the same proportion throughout. 

The external concentration which reduces the permeation has a minimum, 
just when the water has been changed, and a maximum just before the next 
change. When the external concentration is kept low compared with the 
internal it can be assumed that the error of the permeation constant, as cal- 
culated directly from the analyses, is proportional to the (relative) external 
concentration. Just after a change of water we have approximately: 


(3) External conc. v k—i 
Internal cone. V 1—pk 


and just before the next change 


External conc. v k—1 


4 — esis 
4) Internalconec. V 1—pk 

in which v is the cell volume, V the external water volume, of which p Vis 
left over, and k the relation between two consecutive quantities diffused 
out!. The volumes both of the cell and the external solution are easily deter- 


1 If each analysis corresponds to two samples Vk is to be substituted for 
k in the equations (3) and (4). 
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mined by weighing. The residual water is determined by filling in a solution 
which does not penetrate the cell. When such a solution is let out and the 
apparatus then washed, an analysis of the washing fluid will give the residue. 
The highly colloidal pigment T 1824 which can easily be determined colori- 
metrically was employed for the purpose. 

External conc. 


The average which opposes the diffusion is calculated 


Internal conc. 
from the figures v=30 jd, V=150 wl, p=0.2. For k=1.5 we find for (3) the 
value 0.03 and for (4) 0.14 with the average 0.085 or about 9 %. 

The result is highly dependent on the value of k and becomes 20 % for 
k—=2 and 36 % for k=2.5. 

The equations (3) and (4) are arrived at as follows: 

1 

The quantity diffusing out from the cell is reduced by k for each period 

and, since it is proportional to the inside concentration, the quantity left inside 
4 

is also reduced by ik during each period. 

Taking the inside quantity at the beginning of the first period as unity we 


1 1 
have at the beginning of the second period ie left, and the difference 1 Ss 
—1 
a has diffused out. At the beginning of the nt period we have inside the 


i) i 
and at the end — while 


1 . 
— a ia has diffused out. 


cell 


v 
The quantities diffusing out are reduced at each change of water to ~, 


and at the beginning of the nt" period after n—1 changes of water we have left 


—1 k—1 Ree 
from the first portion only p"—! k and from the following increas- 


—4 . 
or in all 


ing fractions up to and including p 


,a-1 
k—1 k— ' k—1 k—1 
oe +p" 2 = afk sods p? = ad ae 
op | aaa ioe p 
(k—1) ( eehaget:-atigeac pea 


and the relation 


(3) External conc. , (ces aeatns oe aac bee B= 
Internal conc. 


Me : oo Sead 
5&0) [3 p (pk) |=25 — 


Similarly we find for the end of the n‘* period 


when we put n= oo. 
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(4) External conc. _ ig (ea (p>! ko—l ppt2kn-24 |. + peke 
Internal conc. V 


y n : v k—1 
+ pk 4) = ee A 


The error introduced by taking n = 00 is insignificant, because the series con- 
verges rapidly towards 0 when p is sufficiently small. 


The analytical results when corrected will therefore give a true picture 
of the diffusion, except for the irregular variations due to variations in the 
quantity of water left over from one period to the next. These are accidental 
and will check out in the mean. 

The time during which the cell is dry at each change of solution causes 
an apparent lowering of the permeation rate. This error is very difficult to 
estimate, but one cannot go far wrong by judging it to make up about 4% 
the total time for each change. In the experiments on dead cells, in which the 
water was changed every 10 seconds, the period should therefore be reduced 
by 5%. In experiments on living cells the correction is smaller, because 
the periods were longer. 

Some methyl alcohol is evaporated into the air sucked through. In a 
control experiment with a known alcohol solution the error on this account 
amounted to a few %. In the actual experiments it is largely eliminated by 
the calculation of the permeation constant according to equation (2), because 
only the alcohol diffused out into the water is exposed to evaporation and the 
relative loss must be approximately constant. 

Because the vapour pressure is reduced more rapidly than the concen- 
tration the quantities analysed will be more slowly diminished than those 
actually diffusing out, but the error on the permeation constant is so small 
as to be completely overshadowed by the accidental variations. 

The sources of error now discussed cause the permeation constant to be 
reduced by 10 to 12% and are easily allowed for. ‘Two further factors viz. 
the diffusion resistance of the cell wall and the equilibrium concentration of 
the substance investigated are decidedly more important and have to be taken 
quantititively into account before it is possible to obtain any information of 
value concerning the permeability of the protoplasma membranes. 

If we assume that the abolition of the semipermeability of the plasma 
membranes is the only change in permeability brought about by the death 
of the cell the diffusion resistance of the membranes can be calculated by 
subtracting the resistance of the freshly killed from that of the living cell. 


Since the diffusion resistance is inversely proportional to the permeability 
we have 
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a ie 
pages 
Pa—P; 


(5) 


in which P is the permeability of the plasma membranes. P, that of the living 
and P, that of the dead cell (WaRTIOvAARA 1942). 

The above assumption is probably not completely correct. The diffusion 
resistance of the plasma between the two membranes is probably altered by 
the death of the cell, but it seems probable that the influence of this thin and 
very watery layer is extremely small whether dead or alive and probably 
not much higher than that of a corresponding layer of water. 

When the cell dies the turgor is abolished and the volume shrinks about 
5 %, corresponding to a reduction in diameter of about 2.5 ° which is taken 
into account in the permeability calculations. It is 
possible, howerer, that the permeability of the cell wall 
is somewhat reduced by the shrinkage. 

Determinations of the permeability of dead cells were 
made on the same cells which had served for experi- 
ments in the living state. The cell was left in the tube 
(d) and killed by placing this in hot water (60—70°). 
Thereupon all substances able to diffuse out through 
the cellulose wall were removed by several hours treat- 
ment with running water (fig. 3). The determinations 
of permeability were made as with living cells. 


The »non-solvent space» of Tolypellopsis cells is 
evidently very small. With ethyleneglycol for instance 
osmotic equilibrium is reached only when the concen- 
tration inside the cells is equal to that outside. DHO 
will no doubt behave in the same way, and it was deemed 
unnecessary to specially determine the equilibrium con- “Pi AP ye re 
centration. Methyl alcohol on the other hand belongs to aekiied ell. 
that group of substances which are at equilibrium de- 
finitely less concentrated in the cell sap than outside, at least in the case of 
Chara (COLLANDER & BARLUND 1933). It appeared necessary, therefore, to 
find out whether the cells of Tolypellopsis would show the same peculiarity, 
because that would mean that the cell would be more rapidly saturated (and 
again emptied) or, in other words, that the permeation is more rapid than 
corresponding to the real permeability. It was to be expected, further, that 
no such anomaly exists in the cells when killed, so that the P value, calculated 
according to (5) would be even more dependent on the equilibrium content 
of methyl alcohol than the P, value. 

On account of the volatility of the methyl alcohol the cell sap could not 
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Ce ee) 
the following procedure 
Fig. 4. Arrangement for determining the equilibrium was adopted. Cells were 
concentration. Above the capillary tube, containing weighed and enclosed in a 


the cells, is shown an air bubble which, sliding back : : 5 
and forth, causes a flow of solution through the ca- thinwalled capillary with 


pillary tube. two openings (fig. 4) and 
rocked for about a quarter 
of an hour in a test tube containing a solution of methyl alcohol. The capil- 
lary was then rapidly emptied out, wiped off on the outside, transferred to 
a second, weighed test tube with a known amount of water and rocked until 
the alcohol was again eliminated. Analyses of the water then gave the total 
alcohol in the cells and adhering to them in the capillary. This latter amount 
could be determined from the weight of the second test tube after the in- 
troduction of the capillary, the weight of which + the cells alone was known. 
After subtraction of the adhering amount of alcohol the equilibrium con- 
centration in the cells could be made out. 

In similar determinations on killed cells the shrinkage had to be specially 
determined by weighing without removing them from the capillary. As the 
cells could not be wiped dry the capillary was filled with a solution of dialysed 
starch, emptied out and weighed and the quantity of starch left over washed 
out and determined by analysis. The determination showed a volume dimi- 
nution by killing of 5 %, which agrees perfectly with the decrease in weight 
observed when living cells are allowed to transpire in air until the turgor is 
lost. The killed cells would collapse when brought into a 1 molar alcohol solu- 
tion. They were therefore first treated with a solution containing some NaCl 
and thereupon with several changes of pure alcohol solution. Shrinking at 
first they would thus regain their normal volume. 

In the killed cells a distribution coefficient of 0.0s—0.97 was obtained 
showing that no gross errors were involved in the procedure. The fact that 
the value is lower than unity can be ascribed mainly to the non solvent parts 
of the cell wall and protoplasm which are included in the weight. On the living 
cells the mean of 4 determinations was 0.86 (0.840, 0.855, 0.850, 0.884). 

When the correction factor for dead cells is put at 1.0, which we need not 
hesitate to do, the corresponding factor for living cells must be raised to 0.89. 


Results. 


The results obtained with heavy water are summarized in tables 1 and 
2 and in the curve fig. 5. In the tables both the analytical determinations 
and the permeation constants calculated from equation (2) without any cor- 
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Table 14. 


Results of experiments with heavy water. Living cells. ¢ time in minutes, d 
diameter of cells in mm., a quantities eliminated in arbitrary units, # relation 


between successive quantities. 
ee ee 


; Cell 1 Cell 2 Cell 3 Cell 4 Cell 5 
d = 0.80 ad = 0-70 a = Q.71 d = 0.66 d = 0.70 
a k a k a k | a@ k a k 
O—1 | 66.1 80.6 89.3 69.1 101.0 
2.32 2.99 2.94 2.42 2.25 
4—2 | 28.5 26.9 30.4 28.5 45.0 
2.41 2.21 2.25 2.48 DESL 
2—3] 11.8 12.2 13.5 41.5 19.5 
2.95 2.54 1.55 2.49 2.41 
3—4 4.0 4.8 Savy 47 8.1 
Mean — 2.56 — 2.58 — 2.25 — 2.45 — 2.32 
P 1.13 0.99 0.89 0.89 0.88 
Table 2. 
Results of experiments with heavy water. Killed cells. 
: Cell 1 Cell 2 Cell 3 Cell 4 
d = 0.80 ad = 0.70 a — Ove d = 0.66 
a k a R a k a k 
900 020 Does 41.5 81.2 69.3 
1.86 1.66 2.36 2.32 
029040 slayer 25.0 34.5 29.9 
2.15 3.43 2.48 2.66 
040190 78 DB 14.2 414) ait 
1.16 2.08 2.68 1.98 
Coe 128 6.3 3.5 oes 5.6 
Mean — 2.01 —— 2.39 — 2.49 _— 2.32 
P 2.56 2.74 2.91 2.49 


rections are given. The mean of the latter is 0.93 cm/hour for living and 2.68 
em/hour for dead cells. It is evident from the curve that the elimination 
follows the exponential law of diffusion processes. The single curves have been 
omitted, because they would be too irregular, but the theoretical curves corre- 
sponding to the P values 0.9 and 2.6 cm/h. have been drawn. To judge from 
the diagram the error on the mean should not exceed + 5 %. 

The initial quantity of heavy water for each cell, put at 100 in the dia- 
gram, was calculated as the sum of the geometric series formed by the ana- 
lytical results. In order to make the results obtained on cells of different dia- 
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50 


0 1 2 3 4 


Fig. 5. Elimination of heavy water from living (lower curve) and dead cells. Abscissa, 
time in minutes, calculated for a cell diameter of 0.7mm. Ordinate, eliminated quanti- 
ties in percent of total quantity. 


meter directly comparable I have used different time units on the abscissa, 
since the time t and the diameter d are according to equation (2) in inverse 
proportion. That is why only the points corresponding to cells of 0.7 mm dia- 
meter are placed above the whole minute points, although the changes of 
solution in all cases took place at whole minute (or 20 sec.) intervals. 

In view of the difficulties due to the high permeation rate of the heavy 
water the values obtained on different cells show a satisfactory agreement, 
and it is possible to utilize them for a calculation of the plasma membrane 
permeability. 

Theoretically this should perhaps be calculated for each cell separately, 
but since the dispersion of the results is due evidently more to experimental 
and analytical errors than to real differences in permeability of the cells it 
seems better to utilize the mean in which the accidental errors have been to 
a certain extent smoothed out. 

The P value obtained on living cells is somewhat reduced by the incom- 
plete change of solution and by the brief dry periods at each such change. 
According to the discussion of the sources of error the first of these factors 
can be put at — 9 % and the second at — 1.7 %. 


100 
The P value should therefore be corrected by multiplication with 1009 
100 
ne (00na 1.12 and we have P, (corr.) = 1.12 P, = 1.04 cm/h. 


The P values for the dead cells in table 2 were calculated without regard 
to the diminution in volume at death. This causes a positive error of 2.5 %. 
The negative errors due to the changes of solution can be put at 9 % and 5% 
and we get the final correction 


ve 
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Pq (corr) == 14.13. Pj’ 3.08 cm/h. 


In both cases the corrections are relatively small and their possible errors 
cannot have any serious influence. 

From the corrected values the permeability of the living protoplasmic 
membrane for heavy water at 20°C is calculated according to (5) as 1.6 cm/h. 

This value belongs probably to the molecules DHO which are greatly in 
excess in dilute solutions. 

When cells filled with D,O are apt to burst when put into ordinary water 
this is no doubt due to the slower permeation of heavy water (comp. BRooKS 
1937). The difference must be pretty small, however, since only concentra- 
tions above 50 % (or about 25 moles) D,O begin to be dangerous in this 
respect. 

In the methyl alcohol experiments the dispersion, as seen from tables 
3 and 4, appears larger than for the DHO, but this is due, partly at least, to 
the distribution of the quantity eliminated on a larger number of analyses. 
This reduces the difference between consecutive analyses (k becomes smaller) 
and the accidental variations become more conspicuous, but the increase in 
dispersion is counteracted by the larger number of analyses so that the cal- 
culated mean P values amounting to 0.85 cm/h for living and 1.59 cm/h for 
dead cells are of about the same reliability. The curves in fig. 6 show that the 
exosmosis as a whole is regular and the variations in single points accidental 
and due to errors, analytical and others. 


Table 3. 
Results of experiments with methyl alcohol. Living cells. 


t Cell 6 d = 0.66 Cell 7 a) == 451 
| 
a k a k a k a k 
0.90_¢30 1.044 1.609 3.575 3.640 
1.26 1.35 4 77 1.48 
(304 00 0.827 1.192 2.015 2.472 
1.32 1.73 1.66 1.33 
4007139 0.626 0.688 1.222 1.865 
1.82 glass 1.76 1.93 
4302 29,00 0.344 0.456 0.689 0.967 
1.20 1.76 1.57 1.84 
2 ee 0.286 0.259 0.439 0.525 
1.76 1.25 1.53 1.64 
TRV 0.162 0.207 0.287 0.320 
1.29 1.86 1.44 1.58 
300__330 0.126 0.111 0.200 0.202 
Mean | — Aaa — 1.58 — 1.e2 | — 1.63 
Pp | 0.72 0.90 0.88 | 0.89 
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Table 4. 


Results of experiments with methyl alcohol. Killed cells. 
ne ee ee 


t Cell 6 d = 0.66 Cell 7 d = 0.61 
a k a k a k a k 
goo 915 3.018 0.921 2.920 2.963 
1.56 1.55 1.64 1.60 
015— 0930 1.950 0.590 4.781 1.857 
A Weal; 1.74 1.36 2.06 
030— 045 1.660 0.339 1.313 0.900 
1.66 4337 1.68 1.28 
045—100 1.002 0.248 0.780 0.705 
1.38 1.68 1.50 1.84 
400__415 0.725 0.158 0.510 0.383 
1.83 415 1.42 1.47 
415__4 30 0.396 0.140 0.360 0.260 
1.14 1.40 1.56 4.44 
430__4 45 0.349 0.100 0.2381 0.181 
Mean — 1.46 — 1.47 — 1.54 —- 1.62 
1 1.49 1.52 1.58 1.76 


The average curves (not drawn in fig. 6) cut the horizontal corresponding 
the elimination of 1/,, °/, and 7/, at points corresponding to the same lengths 
of time (the half value period) which is for living cells about 0.8 min. and for 
those killed about 0.4 min., which would give P values of 0.8 and 1.6 re- 


spectively. 


It is worthy of special notice that no difference in permeability between 


100 


1 


Fig. 6. Elimination of methyl alcohol from living (lower curve) and 
dead cells. Abscissa, time in minutes, calculated for a cell diameter of 
0.6mm. Ordinate, eliminated quantities in per cent of total quantity. 


tet 
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single cells can be observed and that the half value period remains unaltered 
between concentrations from 0.8 mol! down to 0.08 mol. 

The negative errors on the P values for the living cells are the same as 
in the heavy water experiments, but in addition there is a positive error of 
11%, because the equilibrium concentration of methyl alcohol within the 
cells is lower than outside. The final correction is 


P, (corr) = 0.89 X 1.12- P, = 0.85 cm/h. 


The dead cells require the same correction as with heavy water and there 
is at equilibrium the same concentration inside and outside. We have 


P, (cott) = 10 PP; = fiz cmi/h, 


Using the corrected figures in equation (5) we find as permeability of the pro- 
toplasmic membranes for methyl alcohol at 20°C 41.7 cm/h. 


Discussion. 


The present paper is a preliminary attempt to obtain absolute values for 
the plasma membrane permeability of cells inclosed within a cell wall to sub- 
stances diffusing very rapidly. It shows that one is not limited to the use of 
naked protoplasts for experiments with such substances, even when fairly 
reliable results are aimed at. 

We shall first try to make a comparison between the power of permeation 
of heavy water in »stalk» cells of Tolypellopsis with that of ordinary water 
as measured by Paiva (1939) on »leaf» cells of the same species. It is to be 
noted that PALVA used an osmotic method and determined the changes in 
specific gravity brought about by loss of water. From his data he calculated 
a permeability for water of 1.08 ,. Atm’. min—* at 20—21°C. This could, 
of course, be recalculated into cm/h, but it is safer to work up from the expe- 
riments themselves. 

According to the curves given by PaLva (p. 268) 50 % of the water lost 
in an experiment is eliminated on an average in 1.3 minutes and 75% in 3.2 
min. ‘The loss of water can therefore be considered as an exponential function 
of the force acting, with a half value period of 41.7 min. 

The cell diameters are mentioned as being between 0.5 and 0.8 mm, and 
the average can be taken as 0.7 mm without committing any serious error. 
When these values (d = 0.7, t = 1.7, k = 2) are introduced into equation 
(3) we find the permeation constant 0.43 cm/hour. 


1 The original 1.6 molar concentration was reduced to 0.8 during the intro- 
ductory period of washing. 
2 
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The rate of water elimination was therefore in PALVAS experiments cer- 
tainly not more than 40 % of my value for heavy water. It might be assumed 
that the cells studied by PALVA were less permeable than mine, but it is much 
more probable that the difference is due to the necessary omission of mixing 
the solutions used in PALVAS experiments, a source of error which is mention- 
ed by the author, but not considered quantitatively or allowed for. 

It appears doubtful whether a valid comparison can be made between an 
osmotic flow of water and the diffusion of single water molecules, and this 
doubt applies to all determinations made by means of osmotic methods, even 
when technically perfect, and it should perhaps be pointed out that generally 
they are not technically perfect, especially when the object contains several 
layers of cells. 

In the present paper the permeation of DHO is studied as a diffusion pro- 
cess pure and simple, so that the permeation constants both for DHO and for 
methyl alcohol can be directly compared with those for more slowly permeat- 
ing substances. They can be included in the permeability series on Toly- 
pellopsis (WARTIOVAARA 1942) as shown in table 5. 


Table 5. 


The permeability series for Tolypellopsis at 20°, cm/h. (From WARTIOVAARA 
1942, except DHO and methyl alcohol). 


pare = Protoplasmic 
Living cells membrane 
PTL OEE Eo asics asad cuatenaceane aeeae te eres 1.0 1.6 
Methy12alconholivrssen ees. eeteee es een 0.85 I 
Be eo eh g UE ep i pyc ee ie yy i ey ee 0.42 0.75 
Trimethyl citrate ws, He on tec 0.044 0.050 
Jes BUtVleneslycol yh duc: cs ecsaeeea ence 0.016 — 
PAM lene ly ool. oo uisncs- cammaehneaeehs bh rans 0.010 — 
RT oat ie sins cian cine eds aOR oi aeons 0.00084 — 
Hexamethylentetramine .................. 0.00055 — 
Tetraethyleneglycol 1. N.c..sisceesscsceeeees 0.00051 —— 
Glycerol i. ati Sie. AL ROE 0.000081 -- 


This series, based on direct determinations of permeating quanties of the 
single substances, covers P values over a range of 10°, from that of glycerol 
to those of heavy water and methyl alcohol. Since such a series is not avail- 


able for any other plant? it seems justified to attempt a numerical evaluation 
of the results. 

conk HOFLER published in 1934 a permeability series on Majanthemum, also 
including water, but the errors inherent in the plasmolytic method, especially 
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As shown by COLLANDER and BARLUND (1933) in the case of Chara the 
permeation rates of most anelectrolytes is almost directly proportional to their 
solubility in lipoids. Only those compounds the molecular size of which is 
below a certain limit (MR, = 15) show a definitely higher rate than corres- 
ponding to their lipoid-solubility. That Tolypellopsis will show the same rela- 
tions is to be expected, if only because of the close relationship to Chara. 


Table 6. 
The permeability series for Tolypellopsis, arranged according to increasing 
molecular volume of the substances included. P the permeability constant, 
k the distribution ratio for ether/water (after COLLANDER and BARLUND 1933 


and WARTIOVAARA 1942), 


MRy the molecular refraction. 


P k P/k MRp 
SOS Sie aes ace ae ee ae ee ee 1.6 0.018 89 at 
Methyl alcohol ........... ANG 0.27 Aja 8.8 
(CSRERY it AEN ee aie Se ea 0.00084 0.00047 1.8 Aim 
Ethyleneglycol ........... 0.010 0.0048 ei 14.4 
Witethylaiem tiy.cctieamecacte 0.75 0.43 5.4 16.5 
(GlvicetTOle Hank: crcecdeamaten: 0.000081 0.00074 0.11 20.6 
Buthyleneglycol ............ 0.016 0.029 0.55 23.7 
Hexamethylentetramine 0.00055 0.00026 Qi 38.8 
Tetraethyleneglycol ...... 0.00051 0.0024 0.21 474 
Trimethyl citrate........... 0.050 0.43 0.12 50.3 


For Tolypellopsis it is now possible, 


howerer, to estimate the diffusion 


resistance of the isolated protoplast even for substances which permeate very 
rapidly. This makes it possible to estimate the influence of molecular size 
more accurately than in the case of Chara. If the permeation rate of the sub- 
stances studied depended solely on their lipoid-solubility — or rather on their 
distribution ratio between ethylether and water, which has been selected as 
a measure of lipoid solubility — we should in table 6 find the relation . 
constant, P being the permeation constant and k the distribution ratio ether/ 
water. (This ratio for DHO is given below). This relation is in fact of the 
same order of magnitude (viz. 0.1 to 0.6)! for those compounds which have 
molecular refractions MR, = 21. 


P 
For the smaller molecules (MR, = 8—17) the relation c is about ten 


times higher and for the smallest, heavy water (MR, about 3.7), a few hun- 


as regards rapidly permeating substances, must be suspected to have seriously 
influenced the experimental results. 
1 Only hexamethylentetramine behaves epnosimaly. in this as in pile 


respects. 


20 V. Wartiovaava, The permeability of Tolypellopsis cells 


dred times higher. Closer relations between the permeation ability and the 
physical constants used (somewhat arbitrarily) for comparison could pro- 
bably only be expected for very nearly related compounds (within homolo- 
gous series) and at present we cannot do more than point out the relation in 
order of magnitude between what is called permeation through pores and the 
molecular volume as expressed by the molecular refraction. 


The distribution ratio for DHO as given in table 6 was not directly deter- 
mined, but arrived at in the following way. When shaken together at 20° ether 
and ordinary water will separate into a water phase containing about 95 g and 
an ether phase containing 1.7g water per 100ml. A content (not too large) 
of DHO is assumed to become distributed in the same way, and the distribution 
ratio will thus be 1.7/95=0.018. This treatment of the problem is in formal 
agreemant with that adopted for other anelectrolytes when the molecules of 
DHO are considered as dissolved, but it is by no means clear that the result is 
of the same significance from a physiological point of view. The distribution 
ratio for water depends directly on its absolute solubility in ether which is not 
the case regarding other distribution ratios. On the other hand we have to 
remember that the determination of distribution ratios represents only a model 
in which the ether phase represents the lipoids of the plasma membrane. Also 
in the physiological conditions represented it seems natural to assume that the 
possibility for water to penetrate the membrane by »solution» in its lipoids is 
limited by the absolute solubility, while that of other anelectrolytes, present 
in dilute solutions, is governed by the distribution ratio lipoid/water. The distri- 
bution ratio as calculated for heavy water appears therefore also physiologi- 
cally plausible. 


As evident from table 6 there is a very large interval between the 


value for heavy water and that for the next substance, methyl alcohol. It 
will probably be difficult to fill up this interval. Such compounds as CO, 
O,, N, or perhaps even CO, and NH; are to be considered, but it will be dif- 
ficult to obtain accurate determinations of plasma permeability with any of 
them. It is, nevertheless, probable that the »pore permeability» increases 
regularly with decreasing molecular volume and finally becomes much more 
important than the »solution permeability». The enormous permeation abi- 
lity of heavy water as compared with its slight solubility in lipoids is there- 
fore probably no real exception from a general rule. The exceptional position 
of water is probably apparent only and due to the fact that we have so far 
no other substance, with similar small lipoid solubility and small molecular 
volume, for which the permeation rate has been determined with similar 
accuracy. 
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Summary. 


A method is described for direct determination of the permeation constant 
of very rapidly permeating substances into single large plant cells. ‘This 
method is available also for heavy water and allows the determination of its 
permeation as a diffusion process. 

On internodial cells of Tolypellopsis stelligera (Characeae), both in the 
living state and freshly killed, the permeation constants of heavy water and 
methyl alcohol were determined, and from these determinations the diffusion 
resistance of the isolated living protoplast calculated. 

The following permeation constants were obtained: For DHO on living 
cells 1.04, killed cells 3.03, isolated protoplasts 1.6, for methyl alcohol on 
living cells 0.85, killed cells 1.75, isolated protoplasts 1.7. (The permeability 
for methyl alcohol remained the same between alcohol concentrations of 
0.8 to 0.08 molar). The permeation rate of ordinary water is higher than that 
of DHO, but the difference is probably slight. 

The permeability series for the protoplasts of Tolypellopsis as now supple- 
mented with the ratio for DHO and methy] alcohol are discussed. The permea- 
tion rate for heavy water is several hundred times higher than those for sub- 
stances of the same relative solubility in ether, but much larger molecular 
volumes, while methyl alcohol does not differ significantly from other mole- 
cules of relatively small size (MR, =< 17) which on an average permeate 10 
times more rapidly than the larger ones showing a similar solubility in ether. 


I wish to thank the chief of the Zoophysiological Laboratory of Copen- 
hagen University professor A. KrocGH most heartily for the opportunity to 
do this piece of work and for his help and support, freely given in many in- 
stances. I am very grateful for a grant from the RASK-ORSTED FOUNDATION 
which made this study financially possible. Some final experiments were 
carried out in the Botanical Institute of the University of Helsinki, towards 
which I received a grant from the FINNISH ACADEMY OF SCIENCE. I wish 
to thank also professor RUNAR COLLANDER for valuable help and counsel. 
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Introduction. 


COLLANDER has shown in several papers on Chara ceratophylla (Wallt.) 
and other characeae that the concentration of ions in the cell sap is greatly 
in excess of that found in the water of the habitat. 

According to COLLANDER (1930) the leaf cells of Ch. ceratophylla contain 
up to 40 “1 sap, which is easily got out in a pure state, and they are therefore 
well suited for permeability determinations in which the substances permeat- 
ing can be determined analytically. In the paper quoted the normal compo- 
sition of the sap was determined and compared with the water of the natural 
habitat (4—5 °/,, saline). 

All the ions determined were found in the sap in higher concentration 
than in the surrounding water. The total salinity of the sap amounted to 
about 15°/,,. Since the sap contains very little protein (< 1/99) or other 
organic compounds (< 3 Je, the ions cannot be organically combined, as 
is borne out also by the high electric conductivity. By means of a compen- 
sation dialysis it was shown further that the mud, from which the plants 
are assumed to absorb part of their nutritional substances, exhibited much 
lower concentrations of salt than the sap. It is evident therefore that the 
salts are transported from a dilute external solution towards a more con- 
centrated internal. In later papers (36, 39) COLLANDER turns more and mote 
to the view that the ions are actively absorbed by the cells by a special »ade- 
noid» mechanism. The process requires the expenditure of energy on the 
part of the plants. 

In an attempt to elucidate the mechanism of the active absorption BRooKs 
(1938) observed on Nitella that radio-potassium (*K) was for some hours 
during the transport concentrated within the protoplasm. 

Mu.uins (42) continuing the work of Brooks examined whether the 
very numerous granules in the protoplasm of Nitella could have anything 
to do with absorption of ions. He placed cells in 10 millimolar KCl (contain- 
ing “K) and centrifuged them after a suitable period during a suitably 
varied time and at varying rates. As the granules have a higher specific 
gravity he got them massed together in the lower parts of the cells. After 
centrifuging he counted the activity of the upper and lower halves of the cells 
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separately and found that the active potassium was to a certain extent con- 
centrated within the granules. 

My experiments serve as a control and extension of the observations of 
Mutuus. I worked with radio-lead (Thorium-B, atomic weight 212, half 
life 10.6 hours), This isotope was studied by HEvEsy and PANETH (quoted 
from A Manual of Radioactivity 1938) who showed that a chemical separa- 
tion between the isotope and ordinary lead is impossible. They are chemically 
identical, Cells have a very considerable affinity to lead and the activity 
which corresponds to less than 10719 gram-atom, can be measured with suffi- 
cient accuracy in a GEIGER-MULLER counter. 

The active lead is obtained from a thorium preparation, placed in a small 
container below a negatively charged platinum foil. Gaseous thorium ema- 
nation is continually formed and attracted by the platinum on which it is 
transformed to 22Pb. A practically maximal quantity is reached in a little 
over 3 days when the rate of decay will become equal to the rate of formation. 
The lead is dissolved in n/10 HCl and neutralized afterwards with an equal 
amount of NaOH. The first experiments were made with the active lead 
alone, the later ones with a mixture of a certain amount of ordinary lead 
with this. In this way the relation between the measured activity and the 
corresponding quantity of lead could be defined. 

The Nitella cells were found to be very suitable for these experiments. 
Single internodial cells were isolated and could live on indefinitely. Cells 
of 70—100 mm length and about '/, mm diameter were selected. They. were 
placed in narrow glass tubes sealed at one end (120 x 4 mm), and the outside 
fluid was kept mixed by airbubbles. During the experimental period samples 
were taken from the fluid by a Carlsberg pipette (vol. 11.56 m1), dried and 
counted. The GEIGER-MULLER counter employed in the laboratory is describ- 
ed by HinpE Levi (1941) and by Hotm-JENSEN (1943). The countings ‘per 
minute were corrected for counting error, zero effects and the natural loss 
as characterized by the half life period. Usually about 1000 impulses were 
counted giving a sufficient accuracy of about 3 %. 


Centrifugation Technique. 


MULLINS centrifuged his cells for a long time (up to 8 hours) at a low 
speed. I found in a series of preliminary experiments that centrifuging for 7 
to 10 min. at 3000/min. will give the most complete displacement of granules 
without any visible damage to the cells, which were centrifuged in the same 
tubes in which they were exposed to the experimental solutions. After centri- 
fuging in this way the cells retained their turgor completely, and microscopic 
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observation showed an undisturbed distribution of protoplasm and chloro- 
plasts and no change in the protoplasmic flow. A small precipitate, presumably 
granules, was visible for a short time at the lower end of the cell. 

Centrifuging longer at the same rate brought a number of chloroplasts 
down and experiments with centrifuging at lower rates (2000/min.) caused 
the cells to die slowly without giving any effective precipitate of granules. 

After centrifuging the cell is cut across, the cut surface touched with a 
narrow capillary tube and sap collected and weighed. The protoplasm is 
brought out by drawing the cell between two fingers exerting considerable 
pressure and is likewise collected in a capillary tube. 


Description of an Experiment. 


The active lead is dissolved from the platinum electrode in 0.2 ml n/10 HCl 
and neutralized with 0.2 mln/10 NaOH. The solution is transferred to an 
experiment tube and filled up with distilled water to 1.8 ml. After mixing 
by air an initial sample is taken by a Carlsberg pipette of 11.56 “1. The sample 
is blown out into a counting dish and dried. Three living Nitella cells, 70—100 
mm long, are put into the tube and samples taken at suitable intervals by 
means of the same pipette. In this case at 13°, 1499, 179 andfinally at 19°°. 
After the final sample the cells are centrifuged, cut and samples of sap, upper 
and lower protoplasm collected in capillary tubes. These are weighed, the 
contents blown out into counting dishes and the tubes again weighed to 
0.4 mg. 

In this case we have two samples of sap 3.9 mg and 6.0 mg, upper proto- 
plasm 4.3 and 8.7 mg, lower 4.5 and 8.5 mg. The countings corrected as 
above gave the following results in impulses /min./ 14.56 /4. 


EECA STNG Beal oP oct 9, Sige Sos at, io9) 9 opr gpsontcione emia 1 680 
DO CEN SRIMAG UII Fig GSS Moet os Ara al x cio arse ye eS AVA 
NOM mere etre Ao Laroteesells) tis .0 Fisrie. aiaxeiai due) 8? 6° sy 009) v5 a 36 
BU: Vee on earned, Old ty CR OOS oD Orennn o cicro Cro creer 45 
AB Oar Ream cn seat ataicogieiisi oie ome rene ela eee e-.ccl ole mun tone 54 
Centrifuged 
7 min. 15 min. 
Sesu ohh gt Ae eee 26 19 
Upper protoplasm ..............:. 365 400 
Lower MM Mente ear ea, 2a else 1 000 7995 


The experiment shows that lead disappears rapidly from the bathing 
fluid and is to some extent concentrated in the protoplasm while only a little 
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penetrates into the sap. Apparently the lead is preferentially absorbed by 
the granules, since the protoplasm from the lower end of the cell contains 
after centrifuging 67 to 73% of the whole. 

The values for the sap may become too high and for the protoplasm too 
low on account of the difficulties inherent in a complete separation of the 
two. 

Three similar experiments gave for the protoplasm from the lower half 
of the cells, 66%, 73% and 55%. 

Three control experiments in which no centrifugation was made showed 
the following accidental distributions 51%, 61% and 57 % for the halves 
containing the highest activity. 

In order to determine absolute quantities of lead experiments were made 
with mixtures of known amounts of lead acetate and radiolead, and for these 
it was necessary to determine the lead concentrations which would not damage 
the cells. 

A number of isolated Nitella cells were distributed into 5 test tubes con- 
taining increasing concentrations of lead acetate namely: distilled water, 
0.001, 0.01, 0.1 and 1 millimole respectively. In the lowest concentrations 
including 0.01 mM the cells could live for more than 10 days. In 0.1 mM they 
died in 5 days and in 1 mM in two days. 

An experiment was made with 1.8 ml 0.1 mM Pb(CH,COO),3H,O to 
which was added 0.4 ml active lead solution. 


G20 Snitial Sample. os re<e ait a ea ee 2370 imp./min./11.56 ul 
S25") COUS. DUE AM. su, 6 ous in.e Sales ae re oe eee 62 
LB SO Ie aie torsteinle cee © co 1tateedel otepel eters oerathe to eh cecnotar omen rete 46 | 
a Metet, Va Seas ees a, ee ee 47 ¢ external fluid 
Ee SCR RCE RS On east OO RAIS OD 0.) Oky DCC cone cc 26 
22+ final sat Phe se ct ied ~ ak oi oon eee AZ | 

CE] Sew RAG. 0 OD On Oe OTe e bo aya taON Ere to cote ero c 27 
Protoplestucirom ‘nppet half. 5.3. .k... ss ssn beam 265 

» be = LOWCia Ps ae cats racerata rere 546 


The quantities of lead are calculated as follows. The number of impulses 
2370 
11.56 


451000/min. representing 0.18 micromole (4M). 1000 impulses correspond 
therefore to 


corresponding to the total quantity of lead added is 


2200 = 


1800 


bela" —4 —4 
m5 1 <x 1074 = 4,0 x 104 uM lead. 


Allowing for the samples taken out the final quantity of lead in the bathing 
fluid works out as 
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17.3 x 2180 


141, seaieed 3270 impulses or 13 x 1074 “M lead. 


For the total quantity of sap in the 6 cells experimented on we have 


27 x 48 


“eS 112 impulses or 0.45 1074 uM lead. 


The protoplasm from the upper halves of the cells gives 


265 x 12 ; 
Free = 276 impulses or 1.1 xX 1074 UM lead and the protoplasm from 


11.56 
the lower halves 
546 x 12 
aes = 568 impulses or 2.25 x 1074 uM lead. 


The total quantities of protoplasm and sap were made out by weighing 
10 cells and separating plasma and sap in capillary tubes. The results were: 


10 cells with an average length of 70 mm weigh .................. 170 mg 
Pee eP LOLO plasms froin) TRC Seems. ceteatac teh ieendece ease bdest wievss 40 mg 
The sap » Ve BaSa0e 6x00 Ace DET OE BC es Cre te 80 mg 


Of the lead originally present 99 % have disappeared and special experiments 
showed that almost the whole of this was adsorbed to the cells. 

The percentage distribution of the lead between upper and lower proto- 
plasm was in this case 33—67 %: in two further experiments the results were 
40—60 % and 30—70 %. 


Summary. 


The experiments support the assumption that the granules may represent 
a link in the mechanism for ion absorption from the external fluid and hold 
the ions temporarily combined. 
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Introduction. 


The experiments to be described in the following were undertaken on the 
joint initiative of professor R. CoLLANDER and A. K. as a continuation of 
the work of COLLANDER and collaborators on permeability problems in Chara- 
ceae. As they could only be made by means of radioactive isotopes it was 
decided to carry them out in Copenhagen and to utilize the cyclotron of the 
Institute for Theoretical Physics to obtain the active preparations!). Dr. 
WARTIOVAARA came to Copenhagen in Sept. 1942 and brought with him a 
supply of Tolypellopsis, but unfortunately the cyclotron failed at the time, 
and the experiments desired could not be made during W.s stay. However, 
so much was done and the technique was so far perfected by him that he 
should be counted one of the authors, although he could not take part in the 
determinations finally carried out in the winter of 1943/44. They were begun 
in the autumn, but had to be suspended during December and January owing 
to the seizure of the Institute for Theoretical Physics. When they could again 
be made the cell material available was rather limited and was supplemented 
with cells of Nitella obtained from the Botanical Institute of Stockholms Hég- 
skola by the kindness of professor STALFELT. 

COLLANDER (1939) showed by spectrographic analysis of the cell sap and 
outside solution in different experimental conditions that the permeability 
of Chara and Tolypellopsis cells for kations is very low, 1 millionth or less of 
the amount which would diffuse through 2 corresponding layer of water (5 
thick), but his results were complicated by the active ion absorption going 
on, and it was impossible to distinguish with any certainty between these 
two processes. COLLANDER found for instance that lithium would be absorbed 
by Chara cells from an otherwise normal bathing fluid, containing 1 mM 
lithium, so that the Li-concentration in the sap would exceed the outside 
after two days and go on increasing for at least a fortnight to more than 5 mM. 
When such cells were put into a Li-free solution no measurable amount of 
Li would come out during two days. There can be little doubt that in this 
case the Li uptake was an active process. 


1) We are extremely grateful for the kindness shown us by the personnel 
working the cyclotron who placed extremely active preparations of *4Na and 
42K at our disposal. 
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When radioactive isotopes are used we have to do with atoms which are 
chemically identical with the normal atoms of the element in question, but 
are labeled» by their radioactivity. ‘The isotopes of Na and K used are quite 
unstable having a half-life of 15.5 and 13.5 hours, respectively, as found in 
our experiments. By the spontaneous splitting of the atom nuclei rays are 
emitted which can be utilized in a GEIGER-counter (HILDE Levi 1944, I. 
Hoim-JENSEN 1943) to estimate the relative amounts of activity present 
in known volumes of solution. When an infinitesimal amount of, say, bed 
added to a certain volume of a bathing fluid containing, say, 1 mM of K we 
look upon the whole of the K present as labeled. A definite sample of it will 
give a definite count (decreasing of course with time at a certain rate), and 
when potassium penetrates into a cell placed in the fluid the counting of a 
sample of the sap will measure the amount of exchange with the potassium of 
the bathing fluid. When we have cells (containing, say, 100 mM K in the sap) 
which have been for a long time in a fluid of a certain composition (e.g. K 
content 1 mM) we assume a steady state to have been reached, so that in unit 
time just so much K is absorbed (mainly actively) from the bathing fluid as 
diffuses out from the sap of the cells. On this assumption it becomes possible 
by measuring the rate of uptake of “K to estimate the rate of diffusion of 
K through the protoplasmic membranes and consequently the permeability 
of these. 


Material and methods. 


The experiments were made on isolated cells from the stems of Tolypel- 
lopsis stelligera and Nitella sp. usually between 50 and 100 mm long with dia- 
meters of 0.6 — 0.9mm in the case of Tol. and 0.5 —0.7 mmin Nitella. Cells 
were placed either singly in paraffined tubes containing a small measured 
volume of experimental fluid or in groups in larger vessels containing so much 
that the changes in outside concentration could be disregarded. The contain- 
ers were either stoppered or placed in a moist chamber, a box in which the 
air was kept saturated with water vapour. When a cell had to be analysed 
it was taken out of the experimental solution and usually washed thrice for 
one minute in each of 3 vessels with 50 ml of the same solution without activ- 
ity. The turgor was ascertained, the diameter measured to ().01 mm, adher- 
ing fluid removed, and the cell fixed by means of a lump of plasticine in a 
somewhat shorter glass tube so that a few mm of one end would protrude. 
In the later experiment these manipulations were carried out in a moist cham- 
ber into which the hands of the operator could be introduced through rubber 
cuffs, so that no fluid could be lost by evaporation. WARTIOVAARA had shown 
that the best way to obtain sap was to utilize centrifugal force. We accor- 
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dingly arranged a small hand centrifuge with a horizontal wooden bar on which 
the tube containing the cell could be clamped so that the free end of the cell 
at a distance of 14 cm from the axis was just inside the opening of a small 
sampling vessel. In this position the cell was either pricked by a fine needle 
(Tol.) or the end cut off (Nit.) and the sap driven off by centrifugation for a 
few seconds at about 300 revolutions/min. In the final series of experiments 
samples of protoplasm were next secured, after cutting off the end of the cell, 
in another sampling vessel by centrifugation for about 1 minute at about 
1000/min. The sap obtained by these procedures is practically always free 
from chlorophyll, but the protoplasm contains an admixture of sap, and the 
outer layer containing most of the chloroplasts remains adhering to the cellu- 
lose wall. The quantities of sap and protoplasm secured were determined 
by weighing the sampling tubes. In almost all cases there would be enough 
sap from a single cell for a sample of about 10 ul to be taken by means of a 
Carlsberg micropipette (Miton Levy 1936), placed in a counting dish and 
evaporated to dryness by exposure to radiating heat from an incandescent 
lamp as described by G. Burmanwn (1938 p. 10). The protoplasm, usually 
combined from two cells and amounting to 2—4 wl from each, was transfer- 
ted quantitatively by washing to a similar counting dish and likewise dried. 

Representative samples of sap were analysed for potassium by the method 
described by Krocu (1943, 1944) and for total kations by conductivity deter- 
minations. 

These determinations were carried out in a small vessel, containing 1 ml 
of distilled water. The sample to be analysed, usually about 5 yl, was added 
and the conductivity between two platinated electrodes (each about 0.6 cm? 
with a distance of 0.8 cm) was measured by means of a Wheatstone-bridge 
arrangement (Philip Philoscope) using alternating current of 2 volts and 1000 
Hz. 

The conductivity was expressed by the concentration of KCl showing the 
same conductivity. From this figure the actual K concentration as found 
by the analysis was subtracted. The rest was corrected for Ca and Mg accor- 
ding to CoLLANDERs analyses and recalculated as NaCl. This procedure is 
quite rough, but, as it turns out, sufficient for our purposes. We have assumed 
that the ionic composition of the protoplasm is identical with that of the sap 
and in a single case found it confirmed by analyses. As our supply of cells 
was rather small we could not do more. While the sap could be precipitated 
directly with platinum chloride the protoplasm of course had to be ashed in 
a platinum boat. Determinations accurate to about 2 % could be made on 
10—20 ul. 
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The calculation of experiments. 


We assume a concentration of the ion in question, the same in the sap of 
all the cells studied and remaining constant throughout the experimental 
period. A certain fraction, proportional to the concentration in mM (C,), the 
surface area (in cm?) and the time (hours), diffuses out through the protoplas- 
mic membranes and is replaced by ions taken up (mainly by adenoid activity) 
from the bathing fluid. These ions are labeled by the radioactive isotope. 
By counting the activity of a unit volume of sap (a,) and of outside fluid 


; a, 
(a,) we get the relation a 
In analogy with the earlier studies (COLLANDER 1933, WARTIOVAARA 


1944) we have the permeation constant 


expressed in cm/hour and corresponding to the volume in ml of the inside 
solution diffusing out through 1 sq.cm. of the protoplasmic membranes in 
1 hour. 

The activity of the protoplasm is in nearly all our determinations higher 
than in the sap, but a certain admixture of sap has to be allowed for. As 
shown below the cytoplasm volume of the cell in question can be calculated 
from a determination of the cell surface and the average thickness of the layer. 
This volume (p) is subtracted from the actual volume of »protoplasm» obtain- 
ed (P) giving the sap mixed into it 

P—p=s 
and 
P.ap —sa, = pa, 
from which the activity of the unmixed protoplasm (a,) is ‘calculated. 

When the activities of both sap and protoplasm are determined, we can, 
neglecting the diffusion resistance of the protoplasm itself, determine the 
diffusion resistance for each of the two membranes separating the protoplasm 
layer from the sap (R;) and the bathing fluid (R,), respectively. 

The computation is carried out from the following differential equations. 
a C,; 

dt 


— Y 


s ‘ 


=k, (C,;— C,,) (I) 


= k; (C,; a Ci) Tae k, : Ci (II) 


in which v, is the volume of the sap and v, that of the protoplasm, C,; and 
C,; tepresent the concentrations of the radioinactive ions in question in the 
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sap and protoplasm. k, is the diffusion coefficient of the inner and k, of the 
outer membrane. 


For lim. v, = 0 we get from II 


Gla) -&,(€,—€,) =k, - G,, ot -= Leb) 


In order to obtain an idea of the degree of approximation involved in IL a 
we must solve equations I and IT. 
Taking C.=C » we assume that C,, and C pi May be expressed by the 


following series 
C,; aa C, <a; pe eB 


as s" — fit 
Cri = C,= 0, -é 


By inserting these expressions for C, and C p: in (I) and (II) we get the 
following complete solution of (I) and (II) 


Cy = C, (0-07 Pt 4 a, - e= Bat) (IIT) 
Cy, =, (Op: oF 8; . Pat ) (IV) 
where 

bo 0, +b, 0, Hk, 0, 4p Z(h, uy, + hv, +h, \* 4h, * h, 
Se aaa +f Tig “y- ; 
Uv, U5 oe Uy v, Uy 
Bite hen v, 4 Boe 0, ((h,0, + kv, + kv)? 4h, R, 

Bo= 2. : ay 2 : ; 
Uv, U5 v, Vv, Uv; U, 

By nei 


k; bi 
6, = 6, (1—_.8,) and 6, =a, (1— — - Bs) 


It is readily realized that with increasing ¢, we will reach a value T which 
will permit the links containing #, in III and IV to be neglected. 


For ¢=T we have 


Cg Cons Oy e~ Pal (V) 

Sys Gediene™ (V1) 
inserting these in II b we get 

Gee tire tte, Konst. 

k 0» 


1 We are greatly indebted to professor LINDERSTROM-LANG for suggesting 
to us the method of solution adopted. (Compare LINDERSTROM-LANG 1942). 
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It is readily realized from computations based on a few sets of arbitrary 
, a, — 9, 
data similar to those found in our experiments, that the value of 


ape ; <— - 
is practically equal to the real ratio - In this way it is also seen that 
i 
when ¢ < T we will find —° too small. In all our experiments TS 24h. 
4 
For application to our experiments (IIb) is written 


a a 
ON er iC 
(C.-C, 2) — (C,— C2) 


; a 
U b 
c,—C,— 


a, 


(because C, = C, must always be equal to the sum of inactive and active 
ions of the element studied). 


Gee as 

, Mae PE 

Fee: a 

: Cie ee 
p ss 


oO 
Since the last link of the denominator is in our experiments small compar- 
ed with C, we can use the convenient expression 


k, C, a, a, 


k; Cy, a a 
As the resistance of the two membranes against the diffusion processes 


1 1 
R,; and R, may be expressed by a ney we have 


x k, G2 C, 4 4, 
+ A baka puegineas 

A small number of Tolypellopsis cells have been carefully measured as 
follows. 

The length, exclusive of the ends with the attached small cells, directly 
on a mm scale. The diameter in micrometer units under the microscope and 
recalculated in mm. The cell was weighed in a tube. The sap driven off and 
weighed and thereupon the protoplasm. The cut ends were weighed and the 
cell wall dried and weighed. The results are given in table 1. 

There is a satisfactory agreement between the volumes as calculated from 
the measured diameters and lengths and the weights. The sap obtained in 
this way is practically pure, and its quantity a fairly constant proportion of 
the total, but some sap remains and is driven off with the protoplasm, and 
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Table 1. 
Tolypellopsis cells. 


4 2 3 4 5 6 Z| 8 
Cellulose wall 
Dia- | Weight Proto- 5/4 
Length la ak os Sap AR Ae 5/ 
meter ol, ends plasm dry 
mim mm ul. mg mg mg ference % Sap 
| mg mg : 
ee pe 9$)$)2E 
80 0.895 50.7 50.5 38.4 6.4 5.7 4.7 76 
75 0.74 32.4 31.5 24.0 4.2 one 1.2 76 
Te 0.762 38.6 Sons 31.6 4.0 3.7 4.2 81 
sw) 0.733 24.2 24.0 16.6 4.2, 3.2 1.0 69 


some protoplasm containing the large majority of the chloroplasts remains 
adhering to the cell wall. 

N. ANDRESEN, M. Sc. at the Carlsberg laboratory very kindly undertook 
some measurements on living cells both of Tolypellopsis and Nitella to deter- 
mine the thickness of the protoplasmic layer, with the following results, extract- 
ed from his report. 

The cells were examined through a water immersion lens magnifying 40 
diameters and having a focal depth of 2 u. The eyepiece magnified 15 times. 
Different impurities especially small algae were seen adhering to the surface. 
The thickness of the cellulose wall could not be ascertained. A fixed layer of 
chloroplasts was observed immediately below the adhering impurities. These 
had a horizontal diameter about 10 ~ and a vertical height of 4—6 uw. The 
chloroplasts were so closely packed in TolyPellopsis that their circumference 
was polygonal. 

The microscope was now focused on the under surface of the chloroplast 
layer and the position of the micrometer screw noted. Below this was a flow- 
ing cytoplasm filled with granules. In Netella there were free chloroplasts 
and colourless granules of 1—5 ™ diameter. In TolypPellopsis there were in 
addition bluegreen, more or less spherical bodies of 5—10 u and flakes with 
a diameter up to 50 “« and about 10 “ thick. The microscope was lowered 
to the point when no more granules appeared by further lowering. In this 
position it was kept for about 5 minutes, and each time a larger indistinct 
granule passed the field of vision it was ascertained by raising and lowering 
the microscope whether it was above or below the focal plane adopted. If 
it was found below, the microscope was lowered accordingly and the final 
position noted. 
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This would give a maximum value for the cytoplasm thickness at the place 
examined. Such measurements were made near the ends and about the middle 
of each cell. 

The variations in thickness observed within the single cells were small, 
and it was seen that the large inclusions in Tolypellopsis when followed over 
considerable distances would collide all the time with the fixed chloroplasts 
and fill up the cytoplasm to the lower boundary. 

The measured thickness must be corrected for the focal depth, which is 
calculated and empirically measured to 2 “. At the highest position of the 
microscope this will be 2 “ above the lower surface of the fixed chloroplasts, 
and at the lowest it will be 2 “ below the lowest visible granule. The correc- 
tion to be subtracted is therefore 4 “. As this happens to be also the thickness 
of the chloroplast layer we have accepted the figures as they stand as repre- 
senting the total thickness of the protoplasmic layer. 

The results are as follows. 


Table 2. 
Nitella. Tolypellopsis. 
Cell I. 3 cm long. Cell I. 2 cm long. 
10 uw One end 15 uw 
10 » Middle 13> 
10 » Other end 15 » 
Cell II. 8 cm long. Cell II.” 3 em long: 
13 bu 11 uw 
15 » 10 » 
15 » 10 » 
Cell III. 6 cm long. Cell III. 1.5 cm long. 
12 w 15 uw 
10 » 18 » 
10) > 150 
Cell IV. 2 cm long. Cell TV... 4 cmeiong. 
15 wu 15 uw 
15 » 15 » 
(25 » Very irregular 15 » 
scarcely reliable) 
Cell, V. . °8 em: long: Cell. Vi 20emorg, 
15 uw 12 uw 
14 » ’ 13) 9 
15) 12) > 


The average thickness for Niétella is 13 and for Tolypellopsis 13.5 uw. 

COLLANDER (1930) puts the thickness of the protoplasm at 5 “4, but his 
determinations were made on fixed material and on another species, Chara 
ceratophylla. 


ati 
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Utilizing the figure 13.5 w for the Tolypellopsis cells in table 1 we calcu- 
late the protoplasm volumes given in table 3. 


Table 3. 
Tolypellopsis cells from table 1. 
41 2 3 4 5 6 vi 8 
| Di Chloro- 
Length a Surface | Pl. vol.| plast j Cytopl. Sep ; 
meter layer corrected} % Sap 

mm mm em2 ul. ul. ul. ul. 

80 0.895 2.24 3.0 0.9 2 42.7 85 
70 0.74 1.74 2.4 0.7 1.7 26.5 84 
N33 0.765 1.75 2.4 0.7 1.7 33.9 86 
Dy 0.733 1.31 1.8 0.5 1.8 19.5 81 


When the calculated cytoplasm volumes are subtracted from the plasma 
volumes given in table 1 the difference is sap and in column 7 this is added 
to the sap obtained by centrifugation. 

We have analysed cell sap and protoplasm from 6 cells kept for about 411 
weeks in 5 % ocean water containing 25 mM Na and 0.5 mM K. Sap was taken 
from each cell separately while the protoplasm from all was combined and 
ashed. K and conductivity were determined on each sample of sap. The 
results were: 


Table 4. 
Analysis of Tolypellopsis cells. 


Average: 


4 2 3 h 5 6 
Sap Protopl. Kations K Col. 4—Col. 5 
Cell mg mg mM mM mM 
1 24.0 1.5 272 230 42 
2 24.7 oes 272 230 42 
3 20.8 4.8 256 164. he 
4 Z0e7 lost 258 200 58 
5 16.9 2.4 lost (178) 
6 17.0 5.9 286 edie 109 


1 Expressed by the KCl concentration showing the same conductivity. 
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The 16.9 mg protoplasm collected contained 0.66 mg dry substance of 
which 0.33 mg was ash. The ash was dissolved in 2 ml water and determina- 
tions of K and conductivity made. Calculated as dissolved in 16.2 mg water 
the results would correspond to a conductivity of 252 mM with 174 mM K. 
It is evident that the assumption, which it is necessary to make in the permea- 
bility determinations, viz. that the composition of the sap is the same in all 
the cells examined and remains constant, represents only a first approximation. 

In order to observe the changes taking place when cells were exposed to 
solutions of varying composition and the rate of such changes the following 
experiment was made. Solutions were prepared by mixing 200 ml of a 4 % 
dilution of seawater with suitable combinations of 60 mM NaCl and 60 mM 
KCl to obtain the following concentrations in mM. 


Table 5. 


Experimental solutions. 


1 2 | 3 f 
Ties as cee 0.2 1.0 5.0 25 
IN A grit Neeie 39.7 39.0 35.2 15 
eh Sioa aes 0.22 0.22 0.22 } 0.22 
Vesti sisi 1.13 1.13 4.13 a.13 


The total kation content of these is the same, but Na is progressively 
replaced by K. 

A number of cells from the sea water dilution mentioned above were distri- 
buted in these solutions on Decbr. 21 and samples taken out for analyses on 
27/12, 10/1 and 24/1. Usually 2 x 2 cells were taken each time, and 2 separ- 
ate determinations made on the sap, while the protoplasm was combined 
from all 4 cells. Only two determinations on protoplasm could be made at 
each of the dates. In solutions 1 and 2 the cells kept well. In solutions 3 and 
4 the cells showed increasing turgescence. On the 10/1 many had burst in 
solution 3, and only 1 was left alive in solution 4. 

The average results are given in table 6. 

Although the results are rather irregular there can be little doubt that 
in the solutions 1 and 2 the potassium concentration is gradually reduced 
while the total concentration is maintained. In the potassium rich solutions 
3 and 4 potassium is taken up in excess and the total concentration rises, 
finally causing the cells to burst. It is to be remembered that the cells left 
for analysis are those which have shown the least reaction in this direction. 

In a similar, but very incomplete, experiment begun early in Octb. a small 
- number of cells were placed respectively in diluted sea water with a total 
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Table 6. 
Sap mM. Protop!. mM. 
Kation K Diff. Kation K Diff. 
K 0.2 24/12 269 200 69 252 174 78 
27/12 266 175 94 
10/4 248 155 93 
24/1 Nay) 143 109 BAG) AGI 17) 
Ke 4-0: 24/12 269 200 69 252 174 | 78 
27/12 268 180 88 244 147 | 97 
10/4 250 1641 89 185 He) 86 
24/1 266 143 123 244 124 120 
1 By) PAA 269 200 69 202 174 78 
27/12 284 218 66 | 
10/1 301 sy} 104 220 137 83 
Keon 224/12 269 200 69 252 174 78 
PATHE 303 220 83 285 188 97 
10/4 341 | 226 115 


kation concentration of about 26 mM of which only 0.5 mM was K and in a 
portion of the same water to which KCl was added so as to raise the total con- 
centration to 46 mM with 20 mM K. After 5 weeks the sap from a few cells 
was analysed for K and total kations with the following results. 


Table 7. 
Na+ K K Diff. 
187 
Low K 195 150 4A 
ee 197 
High K 193 188 7 


In this case the sums of Na and K were obtained not from conductivity 
determinations, but directly according to the method of LINDERSTROM-LANG 
(1936). Lack of material prevented the repetition of this experiment which, 
if reliable, is interesting in showing a replacement of Na by K without any 
significant increase in total concentration. 

It may be of interest that reactions similar to those now described were 
obtained by BoyvLE and Conway (1940) in experiments on frog muscles. 
These, when exposed to increasing concentrations of potassium chloride from 
42 mM up to 300 mM, while the external sodium remained constant at about . 
400, took up large amounts of potassium without swelling, but when the total 
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outside concentration was kept constant and sodium replaced with potas- 
sium, this ion was taken up with water causing a considerable swelling with 
constant potassium concentration inside the cells. It is shown by the authors 
that these results are predictable from the laws of physical chemistry and do 
not involve any active process. Observations made for us by dr. F. Bucu- 
THAL show that BovLE and Conways muscle cells had at all K concentra- 
tions above 12 mM irreversibly lost their vital properties. It is an interesting 
fact that in spite of this they would retain their very low permeabilities for 
a considerable period. 

We have made a few observations showing that cells of Tolypellopsis and 
Nitella are able likewise to retain for hours a very low permeability after the 
flow of protoplasm has been brought to a standstill by heat (40—50° C) or 
a brief exposure to formaldehyde. 


Attempts to determine the uptake of activity by analysis of the 
bathing fluid. 


In our first experiments with active preparations both of *4Na and #K 
we tried to measure the uptake of activity from a small measured volume of 
active fluid. A cell was inclosed in a somewhat longer paraffined glass tube, 
50 or 60 “1 solution were put in and the tube sealed with paraffin at both 
ends. When the tube was slowly rotated about a horizontal axis at right 
angles to its length the drop would move back and forth between the two 
ends of the cell. At suitable intervals samples of 5 “l were drawn, dried and 
counted, and finally the cell was taken out, washed once by dipping into 
inactive solution and a sample of sap obtained by centrifugation. Activity 
disappeared rapidly from the external fluid which was reduced several per 
cent in less than 1 minute and generally about 20 % in an hour or so. As an 
example we give an experiment made on Novbr. 17 on a cell weighing 32.5 
mg and placed in a paraffined tube in 50 “1 20 mM K with an activity put 
at 100, Samples of 4.8 ul were taken at intervals with the results given in 
table 8. After 2% hours the cell was taken out, superficially dried with filter 
paper and transferred to a second tube containing the same solution, but 
without activity. The general results of such experiments were very irregular 
and the final analyses of the sap showed only a minimal activity. We thought 
at the time that the results must be interpreted as a rapid uptake into the 
protoplasm, but it turned out that practically the whole activity lost from 


the external fluid was combined in the cell surface and largely in the cellulose 
wall. 
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This was borne out in a special experiment in which some cells of Toly- 
pellopsis and Nutella were centrifuged so as to remove both sap and cytoplasm 
and leaving only the chloroplast layer and the cellulose walls. A cannula 
was tied into a few other cells and the content washed out completely with a 
current of salt solution. 

The lengths of these skins were measured and they were exposed to a 


Table 8. 
1 | 2 3 Ro sk | 5 6 
Bathing fluid Totales-| | 
Time Volume bay. activity | ‘Activity py | 
Ae Activity 59. © | Of sample | disappeared 
fe A NY 1s. 
ne 50 100 5000 
10°8 | -- “45.9 80 | 2 93620 384 995 
44% 40.4 78 S150. | = 864 
T1i6 35.6 80 2850 vl) 884 
a3 30.8 66.5 2050 319 415 
£578 50 0 
4.925 45.2 14.5 655 70 — 655 
43° 40.4 16.5 665 79 — 80 
Sap 25.7 Zo 5.8 + 624 


solution containing 24Na for 1 hour and for 2% hours respectively. Thereupon 
they were taken out, washed in the usual way (3 x 1 minute), cut into pieces 
of suitable length, dried and exposed in the GEIGER counter. All of them 
showed activity, and in the case of Tol. with the layer of chloroplasts it amount- 
ed to 3—5 times the activity in a corresponding quantity of solution, while 
the activity of the cellulose membrane alone was not much in excess of (or 
definitely lower than) the solution which it might contain (but which one 
would expect to remove by the washing). In N7tella on the other hand most 
of the activity appeared to be located in the cellulose membrane. The experi- 
ments are, however, too few and the results too discordant to settle this point. 
They are only sufficient to show that activity determinations on the bathing 
fluid cannot give any reliable information regarding the uptake into the living 
cells, because large and variable amounts are »adsorbed» to the cell surface, 


Preliminary experiments with analysis of the cell sap. 
In a preliminary experiment on Oct. 26 5 cells of Tolypellopsis were put 
into 25 mM labeled Na. The cells were taken out at intervals from 4.5 to about 
10 hours and samples of the sap analysed for activity. In per cent of the bath- 
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ing fluid the activity amounted to 0.9 to 1.6, showing no increase with time 
and it was concluded that the activity found was mainly due to contamination 
with outside fluid as no washing was carried out. 

In a second *4Na experiment, Novbr. 7—11, 5 cells were put into paraffin- 
ed tubes, each charged with 60 “1 bathing fluid with 26 mM labeled Na, very 
nearly the same concentration in which they had been living for 6 weeks, and 
rotated as described for 83 hours. The concentration of Na in the sap is assum- 
ed to be uniform at 40 mM. Samples of 4.8 ul were taken after 1, 36 and 
83 hours and showed a somewhat irregular fall in activity. The sap was col- 
lected from each cell separately without washing and the activity determined. 

The following activities were determined in % of the original bathing fluid. 


Table 9. 
1 2 3 | 4 | 5 | 6 
Bathing fluid Sap after 83 hours | Sap 
after - corrected a, 
o% ot of nOF col.38+4 Co ay 
1h. 83 h. initial final oe 
| | 
91 82 7 8.5 6.3 1.63 
LEO) 9 8.2 7.2 1.87 
7 86 7 23 6.2 1.61 
84 73 5 / 7 hie 1.19 
99 82 44 12.5 10.3 2.67 


In column 5 is given the average percentage concentration of the sap, 
corrected for the contamination found in the experiment of Oct. 26. 
Calculated according to the formula we find: 


Table 10. 
alee 2 . ee 5 6 
Diameter Greciue | 4 
Or act agar | C—C, ey log (3) log C, colmads 
em x 1072 x 10-4 | ; Sai hog. (3) of 5 Kye 40% 
} 
ee ee Se ees eee a re eh 
i 

7.9 9.5 38.37 1.5840 0.0181 1.0 

7.2 O20 38.13 1.5812 0.0209 1.0 

7.4 5.1 38.39 1.5842 0.0179 0.9 

9.0 6.2 38.81 1.5889 0.0182 0.8 

6.3 4a S88 1.5721 0.0300 128 

Average 1.o 


1) Sealing of tube incomplete. Scme evaporation. 


ACTA BOTANICA FENNICA 36 1) 


In determinations made on Novbr. 21—27 12 cells were placed in 25 ml 

_ 25 mM active sodium chloride, 3 cells were analysed separately after 106 

hours and 8 more after 147—148 hours in groups of 2, 2 and 4. In this case 
the cells were carefully washed in the same solution without activity before 
taking the sample of sap. 

The results after 106 hours were K values of 1.0, 5.5 and 3.1 x 107 and 
after 147—48 hours 2.2, 3.3 and 3.6 x 10 giving an average of 3.14. We 
are unable to explain the higher values observed in this case. No precautions 
were taken in these preliminary experiments to guard against evaporation, 
but the error hereby introduced can scarcely be significant. 

On Novbr. 17 25 cells with an average K concentration in the sap of 188 
mM, which had been kept since the beginning of Octbr. in diluted sea water 
containing 20 mM K, were placed in 50 ml of the samie solution containing 
“2K, and in another vessel 25 cells taken from a solution with only 0.6 mM K 
and having an average K concentration in the sap of 150 mM were put into 
the same active solution. We expected to find a considerable difference in 
the uptake of activity, because the second group of cells had not reached a 
steady state with the bathing fluid. Cells were taken out at intervals, washed 
2 X 3 min. in inactive salt solution, dried rapidly with filter paper and the 
sap obtained by centrifugation without any protection against evaporation. 
The results are given in table 11. 


Table 11, 
Ea with “Kk on To. IC, 188, C, 20 mM K, IE C, 150, C, 20: mM K: 


ite 
Pons 2.8 5.5 45.2 28 84 
mer xe 1)" Ha gigs Rete 729 6.5 6.8 Woe as || Be teh 
C— c, = 176-40178.8\165) 473.3 147 Let 161 180 82 52 
K x 105 (Om (ssl ees 19 1.298 — 18°10 te Doe res 
Tae 
Hours 2.6 5.8 15.0 28 80 
Se Ee ee 
dae <x 10? Wai De SUE 6.8 6.6 | 6.8 1 Teil 
C-0,5 144.2 ANS Ag) 98 140 102 0 0 
kK x10* (27) 7924 38 48 7.5 POs 


The average for all the cells in group I is 25 x 10-8 cm, and for the cells 
in group II 40 x 10° cm. When the determinations after 2.8 hours are 
left out, as less reliable, the values will be 21 and 43 respectively. 
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Final experiments with determinations on sap and protoplasm. 


These experiments were carried out late in February and with all the pre- 
cautions we could think of, but it is possible that the Tolypellopsis cells, which 
had been kept in the laboratory for over 5 months, exposed to artificial light 
of low intensity, were not in perfect health. The turgor was good, however, 
and slow plasma rotation was observed, although with some difficulty, in a 
number of cells. The Nitella material was quite fresh and in excellent con- 
dition. 


In tables 12 and 43 the results are given, and for the protoplasm we have ~ 


a 
zs 
included both the activity figures directly measured Co and those cal- 


0 


a 
p 
culated for the unmixed protoplasm by means of the formula on p . 6C, ra 


Table 12. 
Exp. with 24K on Tol. C, = C, 150, C, 1.48 mM K and Nitella C, = Cy 90, 
C, 0.6 mM K. 
Tolypellopsis Nitella 
Hours 1 | 67 |20.7/23 |448|68.8|1 | 5.8 [19.7 | 43.8| 67.9 
diem x 1025 Gig sine 73%) 6.7) S04) 27.0.) 69 mh ees 7.0| 5.6 
C,- Q.40| 0.50| 8.9} 9.0] 3:7] 6.1] 0.84] 4:74) 2.5 RCW mew JC) 
o 
a 
| Coe 0.90} 1.15|10.7]} 9.1] 4.8] 6.1] 0.72] 4.4 | 5.0 9.56| 2:9 
(2) 
a 
Con Q.o4) 0:11} 8.0! 8Si7| 3.4] 6.1] 0.17) O-a7 14.968) “2:0 tee 
Lo 
Kx 105 (O.2)| 4.8] 4a] 4.0) 4.1 (0.8):)° 4,05) “Oo Oral 
R, % (0-7), 4261 0is)|' _ Oc6 (4.6) | 4.2 8.6] a4ce 


It is perhaps worthy of note that a fairly large concentration of labeled 
ions is reached in the protoplasm within the first hour, suggesting the results 
obtained by Brooxs (1939) and Murxins (1940) for active potassium and 
by AGNES WERNSTEDT (1944) for active lead. 

It requires several hours before a steady state is reached allowing a cal- 
culation of K. Even so the results are rather discordant. This is not to be 
wondered at, because the method is indirect, and we cannot be sure that the 
diffusion out from the cell is at every moment exactly balanced by the uptake. 


Even larger discrepancies are seen when the different experiments are com- 
pared in table 14. 
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Table 13. 


Exp. with *4Na Tol.C, = C, 50 mM, C, 44 mM and Nit. C, = Cy 113, C, 4.9mM. 


en 


Tolypellopsis Nitella 
Hours 1.5 47.5 Nase 120 OX) 47.3 5.8 
dem x10 6.2 6.5 6.2 6.6 5.6 6.3 6.0 5.8 
ap 
C, i. 0.57 1.8 2.6 4.8 O 2a Ocod Pe 0.738 
ap 
CG - 1.6 2.2 3.2 7.5 16 0.073 2.6 Onz 
a, 
C, a 0.26 1.06 2.8 3.9 7.8 |) 0-01 0.47 0.32 
kxX10° 0.7 0.7 1 1.8 0.13 0.04 
R; 
R 2.2 1.8 y 0 1.9 0.8 
Table 14, 
Summary of permeability determinations. 
Potassium. 
Duration | Number IKON aM ee 
Date h of det.| Co | &% 
. . range mean 
( SEA 15—81 6 20 188 | 2.0—28 18 
soe fill — 15—28 3 2 150 | 7.s—48 |Cells from 
Toly pel- water with 
lopsis } low potas- 
| sium, 
|) 23/2 21—69 4 441 150°) 1 29 1 oe 
Nitella — 20—68 3 0.6 90 | 0.4— 1.0 0.8 
So dium. 
| 
I | oie 83 5 26 40 | 0.8 —1.3 Ano 
Tolypel-}) os | 106—147 6 9S uti A0t\ sarees 3.1 
lopsis 28/2 47—120 h Bisel £5 Oi Odes 248 4. 
Nitella — 47— 95 o) 4.9 113 | 0.04—0.13 0.09 


It seems certain that Nitella is less permeable than Tolypfellopsis, as one 
would expect from the habitat in fresh water, often very poor in inorganic 
substances. It appears also as a fairly reliable result that potassium pene- 
trates more easily than sodium, as one would expect from the relative dimen- 
sions of the two ions given by BovLE and Conway as 1.49 for sodium, when 


potassium is taken as 1.00. 
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We ourselves place most reliance on the lowest figures for K, but it seems 
quite possible that the permeability can show wide variations. Our figures 
ate of the same order of magnitude as the lowest found by CoLLANDER and 
BArtunp (1933) for organic molecules like glucose, which are practically 
insoluble in lipoids. The technique available to COLLANDER and BARLUND 
did not allow any precise determination for these very slowly permeating 
substances, but only the statement that the constant is lower than 3 XodOrFs 
Unfortunately we have no means of ascertaining the relative dimensions and 
rates of movement of the ions and molecules respectively. Although the con- 
stants found are extremely low they would be sufficient to allow a fairly 
rapid exchange of ions in animal cells of small dimensions, like red blood cor- 
puscles and muscle fibres. A K of 1 x 10-° cm corresponds in a Tolypel- 
lopsis cell of 0.7 mm diameter to a half saturation period of 1200 hours or 
50 days, but in a muscle fibre of 25 4“ diameter to 43 hours only, when we make 
the probable assumption that practically the whole of the resistance is locat- 
ed in the surface membrane of the fibre. For a red blood corpuscle of the 
usual dimensions (8 4 diameter and 2 thickness) the volume works out as 
88 8 and the surface as 125 «2. In such a corpuscle the permeability of 1 x 10-° 
would correspond to a half saturation period of 4.9 h, and there is no doubt 
that the actual permeability is definitely lower. 


The relative diffusion resistances of the two protoplasmic 
membranes. 


The inner protoplasmic membrane separates two fluids which are assum- 
ed to be identical with regard to the concentrations of dissolved ions, and 
which are at least very similar so far as Na and Kare concemed, while the outer 
membrane separates the cell content from-a bathing fluid of widely differing 
composition. It is therefore to be expected that the main resistance towards 
diffusion is located in the outer membrane, and this is what we have found; 
that of the inner making up from less than one to a few per cent of the total. 
There is no reason to assume the existence of any active transport mecha- 
nisms in the inner membrane, although we have no material to disprove it, 
but the uncertainty of the calculation of activities in the protoplasm proper 
seriously reduces the reliability of the single determinations. The main fact 
of its being many times more permeable to ions than the outer cannot be doubt- 
ed however. 
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Summary. 


In the sap of the large cells of Characeae a number of ions are found in 
concentrations far exceeding those in the bathing fluid, and the total concen- 
trations are much higher. Examples of such concentrations are given and the 
dependence of the inside on the outside concentrations studied in a few cases. 

It is assumed that the maintenance of the large concentration differences 
for single ions are brought about as a »steady state», the amount diffusing 
out being regularly replaced by an active »adenoid» uptake of the ion in ques- 
tion, 

On this assumption the rate of diffusion is measured through determina- 
tion of the uptake of radioactively »labeled» isotopes of the same elements, 
and methods are described for such determinations, after isolation of samples 
of the sap and the protoplasm of the cells. 

Formulas are derived for expressing by means of activity determinations 
the diffusion constant in cm/hour and the relative diffusion resistance of the 
inner and outer protoplasmic membranes. 

Data are presented for the weight and dimensions of the different consti- 
tuents of Tolypellopsts cells. 

The thickness of the protoplasmic layer has been determined microscop- 
ically on living cells and is on an average 13.54 in Tolypellopsis and 13 in 
Nitella. The differences in concentration of Na* and Kt found between 
sap and protoplasm are slight and inconstant, and it is assumed that the 
concentrations are identical. 

Determinations of the change in activity of small volumes of bathing 
fluid cannot be utilized to study the uptake into cells, because considerable 
amounts are »adsorbed» on the outside. 

Two series of determinations of the rate of uptake of “K in TolyPellopsis 
have given rather variable results, but the most reliable point to a permea- 
bility constant of 3 x 10-5. In several cells much higher figures are found, 
up to constants of 5 x 10-*, while the corresponding figure for Nitella from 
a small number of determinations is 0.8 x 10-°. Experiments with *4Na 
have given a constant about 1 x 10-° for Tolypellopsis and 1 x 10-* for 
Nitella. The variations observed are much smaller than with potassium. The 
significance of these figures is briefly discussed. 

Comparative determinations of the concentration of activity in proto- 
plasm and sap, respectively, show that the permeation resistance resides 
mainly in the outer protoplasmic membrane, while the inner is responsible 


for a few per cent at most. 
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Vorwort. 


Die vorliegende Untersuchung wurde im Friihjahr 1937 begonnen und 
im Herbst 1943 abgeschlossen. Die Arbeiten konnten jedoch nicht in einem 
Zug ausgefiihrt werden, sondern sie wurden zweimal durch die Kriege unter- 
brochen, welche bewirkten, dass ich zum Heeresdienst einberufen wurde. 
Diese unfreiwilligen Unterbrechungen waren natiirlicherweise von grossem 
Nachteil fiir die experimentellen Arbeiten und hatten v.a. zur Folge, dass 
ich mein urspriingliches Untersuchungsprogramm umandern musste. 

Im Verlauf der Arbeit hat mir vor allem mein Lehrer und Freund Herr 
Professor HUGO KARMA mit nie versagendem Interesse beigestanden und 
meine Untersuchungen durch Rat und Anleitung gefordert, wofiir ich ihm 
hiermit meinen aufrichtigsten Dank ausspreche. Warmsten Dank schulde ich 
ferner Herrn Professor RUNAR COLLANDER fiir heilsame Kritik bei der Durch- 
sicht des Manuskriptes und insbesondere fiir die unschatzbare Hilfe, die 
er mir bei der Planung und Behandlung der physiologischen Versuche ge- 
leistet hat. Fiir wertvolle Hilfe bei der Uberpriifung verschiedener Abschnitte 
der Arbeit fiihle ich mich weiter den Herren Professor KURT BucH und Dr. 
phil. GUNNAR MARKLUND zu Dank verpflichtet. 

Besonderen Dank méchte ich der Societas pro fauna et flora fennica dafiir 
abstatten, dass die Gesellschaft diese Publikation in ihre Schriftenserie 
Acta Botanica Fennica aufgenommen, und grossen Dank schulde ich vor 
allem dem Vorsitzenden der Gesellschaft, Herrn Professor ALVAR PALM- 
GREN, fiir das Interesse und die Hilfe, derer ich mich von seiner Seite bei 
der Redigierung der Abhandlung erfreuen durfte. 


Der Verfasser. 
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I. Geschichtliches. 


Rhizoma filicis ist eine uralte Droge. Schon Gelehrte des Altertums, wie 
THEOPHRAST, DIoScORIDES und Prinius d. A. (alle nach TscutrcH 1923 
S. 18—19), kannten die wurmabtreibenden Eigenschaften des Farnrhizoms, 
und in den Schriften des DIoscorIDEs findet man eine eingehende Beschreibung 
der Drogenpflanze, in der wir unseren gemeinen Farn Dryofteris filix mas 
wiedererkennen kénnen. Im Verlauf des Mittelalters scheint die Droge gros- 
senteils in Vergessenheit geraten zu sein, und erst in neuverer Zeit findet man 
sie wieder in der Literatur als Bandwurmmittel genannt. Friiher bediente 
man sich unmittelbar des pulverisierten Wurzelstocks, aber im Jahre 1825 
(nach TscuircH 1923 §. 19) fiihrten die Gebriider J. und Cur. PESCHIER in 
Genf das Atherextrakt von Dryofteris filix mas als Anthelmintikum ein, 
und dieses verdrangte dann rasch die vordem iibliche Arzneiform, so dass 
das Atherextrakt heute in den Pharmakopéen der meisten Lander vorge- 
schrieben ist. Auch auf die Einzelbestandteile der Droge richtete sich die 
Aufmerksamkeit zum ersten Male im Anfang des vorigen Jahrhunderts. 
Schon Peschier und spadter ‘TRoMMSDORFF, OSANN, BaAtso u.a. (alle nach 
TscutrcH 1923 S. 11) bemerkten, dass sich im Atherextrakt bei langerem 
Stehen ein kémiger, gelblicher Niederschlag bildete, doch erst Luck (1845) 
reinigte und untersuchte diesen naéher und gewann aus ihm durch Umkristal- 
lisieren aus Ather eine kristallinische Substanz, die er Filixsdéure nannte. 
In den nachstfolgenden Jahren wurde der neuentdeckte Stoff von verschiede- 
nen Forschem, wie Daccomo, RULLE (beide nach Tscutrcu 1923 S. 19) und 
GraBowsky (1867), untersucht. Letzterer konnte zeigen, dass die Substanz 
bei Einwirkung von Alkalien unter Bildung von Buttersdure und Phloro- 
gluzin zerfiel, und damit war erstmals festgestellt, in welcher Gruppe von 
Stoffen die Filixsaure unterzubringen war. Die Auffassung tiber die anthel- 
mintische Wirkung der Filixsdure wechselte stark. PouLsson (1892) glaubte 
dies durch die Annahme erklaren zu kénnen, dass die Filixséure in zwei auch 
chemisch voneinander unterschiedenen Formen auftrete, namlich in einer 
wirksamen, gewinnbar als amorphes Pulver mit dem Schmelzpunkt 125° 
bei Ausfallung aus alkalischer Lésung mittels Sdure, und einer unwirksamen, 
die durch Umkristallisieren des amorphen Pulvers aus Ather als kristalli- 
nischer Stoff mit dem Schmelzpunkt 184° zu erzielen war. Jene Form be- 
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zeichnete er als Filixsdéure, diese als Filizin oder Filixsdureanhydrid. Diese 
Auffassung findet man indessen in der spateren Literatur nicht bestatigt, 
sie wird vielmehr von Krar? (1903) widerlegt, der beide Formen unwirksam 
gefunden hat. 

Es dauerte bis zum Ende des vorigen Jahrhunderts, ehe die Konstitution 
der Filixséure eine eingehendere Klarung fand, und gleichzeitig stellte es 
sich heraus, dass die Filixsaure im Extrakt von einer ganzen Gruppe hin- 
sichtlich der Wirkung und des chemischen Aufbaus nahe verwandter Stoffe 
begleitet ist. Diese anthelmintisch wirkenden Stoffe, die kurz als Phlorogluzin- 
derivate bezeichnet werden, wurden gleichzeitig auch in den Wurzelstécken 
anderer Farne nachgewiesen, und um die Jahrhundertwende waren mehrere 
Forscher damit beschaftigt, die im Atherextraki des Farnrhizoms enthaltenen 
kristallinischen »Filixsubstanzen» zu isolieren und naher zu studieren. 

LAUREN wies im Jahre 1897 nach, dass das Atherextrakt von Aspidium 
spinulosum} eine starke anthelmintische Wirkung besass. PouLsson (1895, 
1898) unterwarf ungefahr gleichzeitig den Atherauszug der gleichen Farnart 
einer eingehenderen Untersuchung, und es gelang ihm, aus demselben fimnf 
neue »Filixstoffe» zu isolieren, die er Polystichin, Polystichalbin, Polystichinin, 
Polystichozitrin und Polystichoflavin nannte. Alle diese Stoffe liessen sowohl 
in bezug auf ihre Wirkung als aaf ihre chemische Konstitution eine weitge- 
hende Verwandtschaft mit der Filixséure erkennen. 

Es sind in erster Linie die vorziiglichen Untersuchungen Bornms iiber 
die in die Filixséuregruppe fallenden Bestandteile des Filix mas-Extraktes, 
denen wir unsere gegenwartige Kenntnis dieser Stoffe verdanken. In seiner 
grundlegenden Arbeit vom Jahre 1897 entwickelte er ein neues, schonendes 
Verfahren zur Isolierung der Phlorogluzinderivate aus dem Extrakt, das 
spater von den meisten Forschern — auch von Poulsson in der spateren seiner 
beiden oben angefiihrten Arbeiten — befolgt worden ist. Mittels dieses Ver- 
fahrens gelang es Boehm, aus dem Atherextrakt ausser der Filixsaure fol- 
gende Stoffe zu gewinnen, die sich zum Teil als mit den Poulssonschen iden- 
tisch erwiesen: Aspidin (=Polystichin), Albaspidin (= Polystichalbin), 
Flavaspidsdure (= Polystichozitrin?), Aspidinin (= Polystichinin?), Aspidi- 
nol und spater (1903 d) Phlorvaspin. In der Literatur hat man sich allgemein 
der Boehmschen Nomenklatur angeschlossen. In einigen spateren Unter- 
suchungen (1898, 1899, 1901 a—c, 1903 a—d) nahm Boehm eine Reihe von 
Konstitutionsbestimmungen an den neuentdeckten Stoffen vor, die zu einer 
ziemlich eingehenden Kenntnis ihres Aufbaus fiihrten, so dass es uns seit- 
dem méglich ist, fiir die meisten von ihnen auch die Strukturformeln anzu- 


* In diesem Abschnitt wird jeweils die in den betreffenden Originalar- 
beiten gebrauchte Nomenklatur befolgt. 
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geben. Bei seinen verdienstvoll durchgefiihrten Arbeiten ging Boehm vom 
Handelsprodukt aus, ohne irgendwelche Gewahr dafiir zu haben, dass 
das Extrakt wirklich von der offizinellen A spidium filix mas-Droge stammte. 
Wie sich spater herausstellte und auch ihm selbst nicht entging, muss das 
Material jedoch zum grossen Teil nicht von der genannten Art, sondern von 
A. spinulosum hergeriihrt haben, da er bei seinen Analysen grosse Mengen 
von Aspidin gewann, das, wie sich gezeigt hat, in der offizinellen Droge villig 
fehlt. Boehms Schiiler Hausmann (1899) konnte dann nachweisen, dass 
das Aspidin, wie auch zum Teil aus den Arbeiten Poulssons hervorgegangen 
war, einzig Aspidium spinulosum zukommt, wahrend die Filixsaure fiir Aspi- 
dium filix mas spezifisch ist. Im iibrigen enthalten die Wurzelstécke der 
beiden erwaéhnten Farmarten die gleichen Phlorogluzinderivate. Hausmann 
glaubte ferner zeigen zu kénnen, dass Athyrium filix femina, ein Fam, der 
frither ebenfalls als Wurmmittel gedient hatte, Filixsaure und Flavaspidsaure 
in ungefahr ahnlichen Mengenanteilen wie Aspidium filix mas enthielt. 

Von den Forschem, die sich um die Jahrhundertwende mit einschlagigen 
Untersuchungen beschaftigten, ist noch Krarr zu erwahnen, der bei seinen 
Arbeiten von dem Gedanken geleitet wurde, in dem offizinellen Filix mas- 
Extrakt den wirklich anthelmintisch wirkenden Bestandteil ausfindig zu 
machen, der seiner Meinung nach noch nicht bekannt war. Ausser den oben 
bereits erwahnten Stoffen gelang es nun Kraft (1904), aus dem Atherextrakt 
grosse Mengen einer amorphen Substanz zu isolieren, die er Filmaron nannte 
und die nach ihm allein das wirksame Prinzip in dem Extrakt reprasentierte. 
Er konnte zeigen, dass sich diese Substanz in bezug auf ihre chemischen 
Eigenschaften eng an die von friither her bekannten Filixstoffe anschloss. 
Da er bei der Spaltung des Filmarons Filixsaure und Aspidinol erhielt, nahm 
er an, dass es eben aus diesen zwei Komponenten aufgebaut sei und gab im 
Anschluss daran sogar die Strukturformel des Filmarons, die sich durch vier 
Phiorogluzinkerne auszeichnen sollte, an. Gemass den chromatographischen 
Untersuchungen von FICHTER (1938) diirfte jedoch das Filmaron aus einer 
Mischung mehrerer Stoffe bestehen. 

Die Frage nach der pharmakologischen Wirkung des Filixextraktes war 
zu derselben Zeit ebeafalls Gegenstand lebhaften Interesses. Man glaubte 
dabei zu finden, dass im Herbst eingesammelte Filix mas-Rhizome ein witk- 
sameres Extrakt als Sommerrhizome lieferten und dass Gebirgsdroge effektiver 
als im Tiefland eingesammelte Droge sei. Diese Auffassung, die sich lange 
Zeit behauptete und oft auch in der Literatur angefiihrt wurde, ja zum Teil 
sogar in manche Pharmakopéen Eingang gefunden hat, hat sich durch die 
Untersuchungen der letzten Jahre, vor allem in bezug auf den vermeintlichen 
Vorzug der Herbstrhizome, als unzutreffend erwiesen, und in zahlreichen 
Arbeiten (KoFLER & MULLER 1930; Stamm 1932; CARLSSON & BACKSTROM 
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1942; Maizrte 1942) werden umgekehrt die Sommerrhizome als wertvoller 
erklart. Die um die Jahrhundertwende entdeckten kristallinischen Filixstoffe 
wurden ebenfalls Gegenstand mannigfacher physiologischer Versuche zur 
Klarung ihrer pharmakologischen Wirkung. Namentlich die diesbeziiglichen 
Untersuchungen des Physiologen Straus (1902) sollten fiir die Auffassung 
iiber die tenizide Wirkung der Filizstoffe massgebend werden. 

Zusammenfassend ergibt sich uns aus den vor und nach der Jahrhundert- 
wende ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Filixstoffe des Farnrhizoms 
folgendes Bild. Die wurmabtreibenden Eigenschaften der Wurzelstécke sind 
wenigstens der Hauptsache nach durch die in der Droge enthaltenen Phloro- 
gluzinderivate — Kondensationsprodukte von Buttersaure und verschiedenen 
Methylphlorogluzinen — bedingt. Diese Spaltungsprodukte lassen sich aus 
den natiirlichen Filixstoffen durch Reduktion mit Zink in alkalischer Losung 
gewinnen. Die in den Wurzelstécken auftretenden Phlorogluzinderivate 
sind in verschiedenen organischen Lésungsmitteln, aber nicht in Wasser 
léslich. Als schwache Sauren bilden sie hingegen mit Alkalien wasserlésliche 
Salze. 

Das aus der offizinellen Aspidium filix mas-Droge bereitete Extrakt enthalt 
folgende Phlorogluzinderivate (die angefiihrten Prozentwerte gelten nach 
Krart (1904) fiir gute Droge: Filixséure 3.5%, Flavaspidsaure 2.5%, Albaspi- 
din 0.05 %, Aspidinol 0.1%, Phloraspin 0.1% und Filmaron 5 %. 

Das Extrakt von Asfidium spinulosum enthalt Flavaspidsaure, Albaspi- 
din, Aspidinol und Phloraspin in annahernd gleichen Mengenanteilen wie 
das Filix mas-Extrakt. Filmaron und Filixsaure fehlen, sind aber durch das 
zu etwa 1—2 % auftretende Aspidin ersetzt. 

Die wurmabtreibenden Phlorogluzinderivate haben nach der geltenden 
Auffassung ihren Sitz in den von METTENIUS (nach TscHircH 1923 S. 9) 
entdeckten sog. inneren Sekrethaaren, denen man in den Interzellularen des 
Grundgewebes des Famrhizoms und der Blattstielbasen begegnet. 

Auf diesem Punkt blieben dann die Untersuchungen iiber die kristalli- 
nischen Filixstoffe langere Zeit stehen. Spiatere Arbeiten sind vor allem 
auf eine Wertbestimmung der Droge bzw. des aus ihr bereiteten Extraktes 
ausgegangen. 

Schon um die Jahrhundertwende entwickelte Fromme (nach ‘TscHIRCH 
1923 S. 13) ein Verfahren zu Wertbestimmung der Filixdroge. Es ist dies 
die allbekannte Bestimmung des Rohfilizingehaltes, die auch heute noch, 
obwohl in modifizierter Form, in den Pharmakopéen der meisten Lander 
zu finden ist. Die Methode hat seit Fromme mehrere Abanderungen er- 
fahren, und es ist ihr in letzter Zeit auch berechtigte Kritik zuteil geworden. 
Derartige Rohfilizinbestimmungen der Rhizoma Filicis-Droge und des daraus 
bereiteten Extraktes sind an sowohl in bezug auf die Stammpflanze wie hin- 
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sichtlich des Zeitpunktes der Einsammlung verschiedenartigem Material 
besonders von Stamm (1932) und seinen Schiilern (Kiz1mNEN 1932) in Dorpat 
ausgefiihrt worden. Die neuerdings immer starker hervortretende Kritik 
an der Rohfilizinbestimmung als Wertbestimmungsmethode hat sich wohl 
in die deutlichste Form bei Wasicky (1924) gekleidet, der in einer vergleichen- 
den Untersuchung iiber den Rohfilizingehalt und die physiologische Wirkung 
in schlagender Weise die Schwache des fraglichen Verfahrens dargetan hat. 
Anstatt dessen empfiehlt er eine von ihm ausgearbeitete biologische Wert- 
bestimmungsmethode, die sich prinzipiell auf Vacts (1914) Versuche iiber 
die Giftwirkung gewisser isolierter Filixstoffe auf Regenwiirmer griindet. 

Die Frage nach der Haltbarkeit der Filixdroge und des betreffenden 
Extraktes erhielt im Jahre 1938 einen wertvollen Beitrag durch eine Unter- 
suchung von JARETZKY & PUNZEL, in der gezeigt wird, dass die Filixdroge 
am liebsten nicht als solche aufbewahrt, sondern unmittelbar zu Extrakt 
weiterverarbeitet werden sollte. Doch auch das Extrakt ist bei langerer 
Lagerung bedeutenden Veranderungen unterworfen und ist nur in Ampullen 
oder im Exsikkator haltbar. 

In den allerletzten Jahren ist der Filixdroge ein lebhaftes Interesse ent- 
gegengebracht geworden. Stamm (1934) hat in Estland seine Untersuchungen 
iiber die estnischen Filixdrogen fortgesetzt, und in Schweden haben Carrs- 
son & BAckstTr6m (1942) den verschiedenen Wertbestimmungsmethoden 
ein kritisches Studium gewidmet. Die eingehendsten Untersuchungen itiber 
hierhergehérige Fragen verdanken wir jedoch dem Letten Marzrre (1938, 
1942, 1943), dessen Arbeiten weiter unten noch genauer zur Sprache kommen 
werden. 

Die Erforschung der einzelnen Phlorogluzinderivate und ihres Vorkom- 
mens in den Farnrhizomen ist jedoch noch in vielen Beziehungen unvoll- 
standig. 


II. Arbeitsplan. 


Die fiir die vorliegende Untersuchung in Frage kommende Problemstellung 
lasst sich kurz in folgenden drei Punkten zusammenfassen. 

4. In der vorangehenden geschichtlichen Ubersicht wird Aspidium spi- 
nulosum als eine einheitliche Pflanzenart aufgefiihrt. Nach der Auffassung 
der Botaniker handelt es sich aber in Wirklichkeit um eine Kollektivart mit 
zwei wohlunterschiedenen Komponenten, namlich Aspidium spinulosum oder 
Dryopteris spinulosa und Aspidium dilatatum oder Dryofpteris austriaca. Die 
Einzelkenntnis der in diesen beiden Arten enthaltenen kristallinischen Filix- 
stoffe ist noch sehr mangelhaft. 
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2. Bis auf weiteres fehlen so gut wie alle qualitativen Identitatsproben 
in bezug auf die wirkenden Substanzen, d.h. die Phlorogluzinderivate, mittels 
welcher sich diese in der Droge nachweisen lassen. 

3. Die pharmakologische Wirkung der verschiedenen Filixstoffe ist bei 
weitem noch nicht erschépfend geklart. 

Kine Erweiterung unserer Kenntnis in diesen drei Punkten hat sich die 
vorliegende Untersuchung zum Ziel gesteckt. 

Zum Schluss wird die gegenw4rtige Stellung der Filixdroge in verschiede- 
nen Pharmakopoéen erortert. 

In betreff des ersten Punktes, der getrennten Analyse der in den Arten 
Dryopteris spinulosa und D. austriaca enthaltenen Phlorogluzinderivate, 
ist zu erwahnen, dass eine vorlaufige Mitteilung bereits im Jahre 1939 von 
mir (WipEN 1939) verdffentlicht wurde. Ausserdem ist im Laufe der Arbeit 
eine Verdffentlichung von MatziTE (1942) erschienen, aus der hervorgeht, 
dass dieser Autor sich schon seit einer langen Reihe von Jahren mit dem 
gleichen Thema beschaftigt hat. Auf diese Untersuchung wird in spaterem 
Zusammenhang noch zuriickzukommen sein. Vorher méchte ich aber eine 
nahere Beschreibung der Wurzelstécke der in der vorliegenden Arbeit in die- 
ser oder jener Hinsicht untersuchten Farnarten einschalten, weil ich bei mets 
nen Untersuchungen stets vom Rhizom selbst und nicht, wie es bisher meistens 
geschehen ist, von dem daraus bereiteten Atherextrakt ausgegangen bin. Die 
von mir untersuchten Farne reprdsentieren den gesamten Pteridophyten- 
bestand der finnischen Flora, in dem nach den vorliegenden Literaturquellen 
Phlorogluzinderivate vorhanden sind. 


III. Beschreibung der Rhizome der untersuchten Farnarten. 


Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Farnarten sind, der moder- 
nen Nomenklatur gemiss benannt (friiher wurden sie ja oft insgemein in der 
Gattung Aspidium untergebracht), die folgenden: 


Dryopteris filix mas (L.) Schott 
Dryopteris spinulosa (Miill.) Ktze 
Dryopteris austriaca (Jacq.) Woyn. 
Dryopteris cristata (L.) A. Gray. 
Athyrium filix femina (L,.) Roth. 


Die in den Pharmakopéen der meisten Lander wie auch in der sechsten 
Auflage der finnischen Pharmakopée als offizinell angefiihrte Art Dryop- 
teris filix mas ist mit Ausnahme des atlantischen Nordamerika ein in samt- 
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lichen Gebieten der gemassigten Zone weitverbreiteter Farm, den man eigent- 
lich nur in der arktischen Zone, in Australien sowie grosstenteils in Afrika 
vermisst. Die Art ist in ganz Europa zu finden und ist in der Siidhalfte Finn- 
lands ein haufiger Bewohner steiniger und bewaldeter Hange, geht aber als 
seltener Farn auch nordw4rts bis nach Petsamo hinauf. 

Die Droge wird von dem selten waagerecht kriechenden, gewohnlich 
schrag aufsteigenden, fingerdicken, allseitig von den zentimeterdicken, dicht- 
stehenden und aufgeschwollenen, in 3—4 cm Entfernung vom Rhizom ab- 
geschnittenen Blattstielbasen umgebenen Wurzelstock gebildet, so dass die 
Droge im ganzen das Aussehen von 10—20 cm langen, fast armdicken Stiicken 
ethalt. Die Blattstielbasen und besonders die Rhizomspitze mit den in der 
Knospe schneckenartig eingerollten Blattanlagen sind dicht mit hellen, rost- 
farbigen Spreuschuppen oder Paleae besetzt. (Abb. 1.) 

Die beiden nahe verwandten Arten Dryopteris spinulosa und D. austriaca 
wurden frither als eine einheitliche Art aufgefasst, lassen aber so grosse gegen- 
seitige Unterschiede erkennen, dass sie heute als selbstandige Arten beschrie- 
ben werden. Beide gelten in der estnischen Pharmakopée als offizinell und 
sind dort unter den Namen Dryopteris spinulosa subsp. euspinulosa und 
D. spbinulosa subsp. dilatata aufgenommen. 

Auch in Finnland haben die beiden Arten neben der offizinellen Flix 
mas-Droge weite Anwendung gefunden und bilden die haufigste Beimischung 
derselben. Beide sind bei uns ziemlich gemein, doch lasst sich in ihrer Ver- 
breitung ein gewisser Unterschied erkennen. Die erstere Art, D. spinulosa, 
ist in Siidfinnland haufig, wird aber nach ihrer ungefahr in Stidlappland 
verlaufenden Nordgrenze hin allmahlich immer seltener, D. austviaca dagegen 
ist noch in Petsamo zu finden und tritt an geeigneten Standorten in ganz 
Lappland auf. Auch die Standortswahl iiberhaupt ist bei beiden Arten deut- 
lich verschieden. D. austriaca ist in dieser Hinsicht trotz ihrer weiteren Ver- 
breitung anspruchsvoller und demzufolge auch als seltener anzusprechen, 
da man der Art nur auf besonders fruchtbarem Waldboden begegnet, wahrend 
D. spinulosa als weit bescheidenere Art auch mit einer recht sterilen Unter- 
lage vorlieb nimmt. D. austriaca gedeiht gewodhnlich in dichten Bestanden 
und tritt an zusagenden Standorten oft massenweise auf, D. spinulosa wiederum 
begegnet man meistenteils in sparlicheren Bestanden. D. austriaca ist der an- 
deren Art sowohl in bezug auf die unter- als die oberirdischen Teile an Grosse 
bedeutend iiberlegen, und ihr Wurzelstock kann sich an Dicke mit dem Filix 
mas-Rhizom messen, wahrend er bei D. spinulosa bedeutend schwacher aus- 
. gebildet ist. Ausser durch die verschiedene Gréssenentwicklung unterscheiden 
sich die Austriaca-Rhizome auch dadurch leicht von den Spinulosa-Rhizo- 
men, dass die Blattstielbasen dicht mit lang zugespitzten, dunklen Spreu- 
schuppen bekleidet sind, die dagegen bei D. spinulosa hell und abgestumpift 


42 Bertel Widén, Phlorogluzinderivate finnischer Farnarten 


sind und vor allem sehr licht verteilt auftreten, ausser an der Rhizomspitze, 
wo sie eine Hiille um die eingerollten Blattanlagen bilden. Diese Merkmale 
sind leicht schon mit blossem Auge feststellbar. Ausserlich ahnelt das Au- 
striaca-Rhizom sehr dem Filix mas-Rhizom und diirfte daher die gewohn- 
lichste Beimischung beim Einsammeln der offizinellen Droge darstellen. 
(Abb. 2 und 3.) 

Diese Beschreibung der Sfinulosa- und Austriaca-Rhizome gilt fiir die 
beiden typischen Arten. RosENpaut, (1911) gibt jedoch aus Schweden an, 
dass Zwischenformen haufig vorkommen, und er beschreibt dieselben denn 
auch als ein Hybridisationsprodukt, D. spinulosa x austriaca, der beiden 
Hauptarten. Diese Form ist nach ihm in Schweden ziemlich haufig und 
tritt namentlich in D. austriaca-Bestanden unter Entwicklung einer betracht- 
lichen Variationsbreite sowohl in bezug auf den ober- wie den unterirdischen 
Spross auf, indem sich die Pflanzen habituell bald mehr D. austriaca, bald 
mehr D. sfinulosa nahern. Auch die Spreuschuppen nehmen oft eine typische 
Zwischenstellung ein, indem sie dichter als bei D. spinulosa, aber lichter als 
bei D. austriaca gestellt sind und deren Mittelrippe, wenn vorhanden, stets 
heller als bei der typischen D. austriaca ist. Auch ich glaube in der Natur 
solche hybriden Zwischenformen beobachtet zu haben, und Amanuensis 
I. HnTonNEN am Botanischen Institut der Universitat Helsingfors hat mir 
auf meine Anfrage mitgeteilt, dass die Hybride auch aus Finnland vorliegt 
und dass er selbst solchen Formen begegnet ist. 


Dryopterts cristata ist in ganz Siidfinnland verbreitet, nirgends aber haufig 
zu finden, sondern ist nur durch Einzelvorkommnisse auf Moor- und nassem 
Wiesengelande vertreten. Am nérdlichsten ist die Art in Finnland in Suomus- 
salmi gefunden worden. Der Wurzelstock ahnelt ausserlich dem von D. spi- 
nulosa, ist aber gewohnlich kleiner. Die Blattstielbasen sitzen nicht so dicht 
wie bei D. spinulosa und sind wie bei dieser mit licht gestellten, hellen Spreu- 
schuppen bedeckt. (Abb. 4.) 


Athyrium filix femina ist im ganzen Lande ein gemeiner Bewohner des 
feuchten Waldbodens, wo die dichten, iippigen Bestande des Farns oft ton- 
angebend auftreten. Der Wurzelstock weicht dusserlich schon recht bedeu- 
tend von dem der vorhergehenden Arten ab. Er ist mehr oder weniger ver- 
zweigt und entsendet von den senkrecht aufsteigenden Asten die sehr dicht- 
gestellten, ausserlich schwarzen Blattstiele und zwischen diesen zahlreiche, 
gleichfalls schwarzgefarbte Nebenwurzeln. Die Blattstielbasen sind bedeu- 
tend schwacher entwickelt als bei den vorhergehenden Arten, abgeplattet 
und gegen ihren Ausgangspunkt vom Rhizom stark verschmalert und da- 
selbst auch mit Randdormen versehen. Alle diese Merkmale verleihen den 
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Rhizomen ein von den vorhergehenden Arten deutlich abweichendes Aus- 
sehen. Die Blattstielbasen sind gewohnlich mehr oder weniger licht mit 
tostbraunen, langlich-schmalen Spreuschuppen besetzt. (Abb. 5.) 


Die Rhizome der oben angefiihrten Farnarten sind im allgemeinen schon 
mit blossem Auge leicht zu erkennen. Die Art, deren Wurzelstock ohne Zwei- 
fel die grésste Ahnlichkeit mit der offizinellen Filix mas-Droge hat, ist, wie 
erwahnt, Dryopteris austriaca, deren Rhizom nahezu dié Gréssenmasse der 
Pharmakopéedroge erreicht und das ungeiibte Auge leicht zu Verwechslun- 
gen verleiten kann. Dem Kenner bereitet jedoch die Auseinanderhaltung 
der Wurzelstécke der beiden Arten keinerlei Schwierigkeiten. Die helle Paleae- 
Bekleidung der Filix mas-Droge verleiht ihr im ganzen einen helleren Farb- 
ton, durch den sich die Droge in den meisten Fallen von dem A ustriaca-Rhizom 
mit dessen dunkler, glanzender, kastanienfarbener Paleae-Bekleidung unter- 
scheidet, bei dem die dunkle Mittelrippe der einzelnen Schuppen auch dem 
unbewaffneten Auge deutlich entgegentritt. Schon bei der Einsammlung 
der Wurzelstécke bemerkt man einen deutlichen Unterschied. Die Rhizome 
von Dryopteris filix mas sitzen fest verankert in der Erde — in dieser Hin- 
sicht erinnert die Art an das ebenfalls sehr fest in der Unterlage wurzelnde 
Athyrium filix femina — und lassen sich nur schwer loslésen, wahrend die von 
D. austriaca recht lose sitzen und mit einem kraftigen Ruck aus dem Boden 
gerissen werden konnen. 

Tn zweifelhaften Fallen leitet eine mikroskopische Nachpriifung der Spreu- 
schuppen leicht zur einwandfreien Unterscheidung der beiden Famdrogen. 
Zum. erstenmal wurden die Schuppen von Laurin (1896) beschrieben, und 
seitdem sind sie von zahlreichen anderen Forschern in ihren Arbeiten abge- 
bildet worden. In gewissen Einzelheiten gehen die Beschreibungen einiger- 
massen auseinander, aber im grossen und ganzen hat es sich gezeigt, dass 
die Spreuschuppen gute Merkmale zur Identifizierung der Rhizome liefern. 
Nachstehend folgt in Anlehnung an friihere Angaben und auf Grund eigener 
Erfahrungen eine kurze, von Originalzeichnungen (Abb. 6) begleitete Beschrei- 
bung der Spreuschuppen der in der vorliegenden Untersuchung behandelten 
Farmarten. Zu bemerken ist bei derartigen Untersuchungen, dass man dazu 
nicht diejenigen Schuppen wahlen darf, die die eingerollten Blattanlagen der 
Rhizomspitze umhiillen, weil sie bei den einzelnen Arten nicht so typisch wie 
die an den Blattstielbasen sitzenden Schuppen ausgebildet sind. Femer sei 
darauf hingewiesen, dass die Grésse und Form der einzelnen Spreuschuppen 
trotz ihrer weitgehenden Variation beim gegenseitigen Vergleich der ver- 
schiedenen Famrhizome dennoch ihren gegebenen Platz einnehmen. 

Dryopteris filix mas. — Spreuschuppen hell, langlich zugespitzt, aus 
langlichen Zellen bestehend und an den Randern mit zahlreichen, oft klauen- 
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férmig zuriickgebogenen Zahnen versehen. Sekret- oder Driisenhaare fehlen 
oder es sind vereinzelte solche nur am Grunde der Schuppe zu finden. Stamm 
(1931) fand im Gegensatz hierzu bei der Untersuchung estnischer Filix mas- 
Rhizome auch den iibrigen Rand der Schuppen mit Sekrethaaren versehen. 

Dryopteris spinulosa, — Spreuschuppen bleich, durchweg aus diinnwandi- 
gen Zellen aufgebaut, gewohnlich breiter als bei der vorhergehenden Art, 
mit unbezahntem, aber mit kurzgestielten Driisenhaaren versehenem Rand. 

Dryopteris austriaca. — Spreuschuppen lanzettlich, lang und schmal 
zugespitzt, braun, aus langgestreckten Zellen aufgebaut und mit einer aus 
dickwandigen Zellen gebildeten, dunkler gefarbten Mittelrippe. Die Angaben 
iiber die Driisenhaare dieser Art sind einigermassen divergierend. LAUREN 
(1896) teilt mit, dass der Schuppenrand wie bei D. spinulosa mit reichlichen, 
kurzgestielten Driisenhaaren besetzt ist. Ancman (1900) bildet den Rand 
mit langen, gleichbreiten, bandférmigen Haaren, aber ohne jegliche Driisen- 
haare ab. Das Lehrbuch von WEsTLING (1927) gibt eine Abbildung, in der 
der Schuppenrand wie bei Angman mit langen, bandférmigen Haaren versehen 
ist, aber an der Spitze eines jeden von diesen sich eine Sekretdriise befindet. 
ROSENDAHL (1911) beschreibt die Spreuschuppen von D. austriaca mit teils 
kurzgestielten, teils von mehrzelligen Stielen getragenen Driisenképfchen. Bei 
meinen mikroskopischen Untersuchungen der Spreuschuppen dieser Farnart 
fand ich, dass oft sowohl die langen als die Driisenhaare fehlten. Nur verhalt- 
nismassig selten waren an kleineren Schuppen jene vorerwahnten langen, 
gleichbreiten Haare und dazu sparliche kurzgestielte Sekretdriisen festzustel- 
len. Es liegt nahe anzunehmen, dass diese variierenden Beschreibungen 
wenigstens in gewissem Umfang darauf zuriickzufiihren sind, dass den Auto- 
ren die vorhin besprochenen hybriden Zwischenformen zwischen D. spinu- 
losa und D. austriaca zur Untersuchung vorgelegen haben. 

Dryopteris cristata, — Spreuschuppen ziemlich breit, in Farbe und Form 
denjenigen von D. spinulosa ahnlich, der Rand ebenso wie bei dieser Art 
mit Driisenhaaren versehen, die Schuppenbasis aber aus dickwandigen Zellen 
aufgebaut. Dieses letztere Merkmal habe ich in keiner fritheren Beschreibung 
der D. cristata-Schuppen vorgefunden. Sekrethaare sollen nach den Literatur- 
angaben viel sparlicher als bei D. spinulosa vorkommen; in meinem Material 
waren sie aber reichlich vorhanden. 

Athyrium filix femina, — Spreuschuppen ihrer Form nach denjenigen 
von Dryopteris austriaca ahnlich, braun, aber ohne die fiir die ebenerwahnte 
Art charakteristische Mittellinie, selten mit kleinen Zahnen versehen, ohne 
Sekrethaare. 


Wie eingangs bereits bemerkt wurde, ist man der Ansicht, dass die Phloro- 
gluzinderivate ihren Sitz in den sog. inneren Sekret- oder Driisenhaaren haben 
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Diesen driisenartigen Haarbildungen begegnet man im Parenchym des Rhi- 
zoms und der aufgeschwollenen Blattstielbasen, wo sie, einzeln oder zu Grup- 
pen vereinigc, in die Interzellularraume des Grundgewebes hineinragen und 
besonders zahlreich in der Gegend der Gefassbiindel auftreten. Nicht alle 
Interzellularraume enthalten jedoch Driisenhaare. Die Driisenhaare sind 
einzellig und tragen an der Spitze eines kurzen, schmalen Stiels das runde 
oder birnformige sekretfiithrende Képfchen. (Abb. 7—8.) 

Das gelbgriine Sekret wird zwischen der Kutikula und dem iibrigen Teil 
der Zellwand abgeschieden. H6OuLKE (1902), der das Sekret eingehender 
untersucht hat, hat zeigen kénnea, dass es in bezug auf seine Léslichkeit 
an Harz erinnert. So lést es sich in Athyl-, Methyl- und Amylalkohol, Ather, 
Chloroform, Benzol, Schwefelkohlenstotf und Alkalien sowie in Eisessig. Diese 
Loslichkeitsverhaltnisse erinnern an diejenigen der spater zu beschreibenden 
Phlorogluzinderivate, und TscutrcH & OESTERLIE (1900) glaubten sogar aus- 
kristallisierte Filixséure in den Driisenhaaren von Dryopteris filix mas fest- 
gestelit zu haben; dieser Angabe ist indessen mit einer gewissen Reservation 
entgegenzutreten, da gerade die Filixséure sich beim Auskristallisieren aus 
verschiedenen Losungsmitteln nur mit Schwierigkeit zur Bildung von wohlaus- 
gebildeten Kristallen bewegen lasst. Dagegen sind die iibrigen bekannten 
Phlorogluzinderivate mit Leichtigkeit in formreinen Kristallen zu gewinnen, 
weshalb man eher annehmen mochte, dass sich gerade irgendwelche von 
ihnen in den Sekrethaaren auskristallisieren k6nnten. 

HOHLKE (1902) konnte sekretfiihrende Driisenhaare ausser bei Dryopteris 
filix mas auch bei D. spinulosa und D. austriaca sowie bei D. cristata nach- 
weisen. Das Harz der beiden mittleren Arten unterscheidet sich von dem- 
jenigen von D. filix mas dadurch, dass es sich nicht restlos in Alkohol lést. 
Sekrethaare fehlen nach Hoéhlke bei Dryopteris thelypteris, Onoclea struthiop- 
teris und Pteris aquilina. 

Bei Athyrium filix femina, das nach Hausmann (1899) desgleichen 
Phlorogluzinderivate enthalt, fehlen die Driisenhaare ebenfalls. Ein Schnitt 
durch den Wurzelstock oder die Blattstielbasis zeigt einen ganz anderen ana- 
tomischen Bau als bei den Rhizomen der sekretfiihrenden Farnarten, indem 
die Zellen des Parenchyms sich fest aneinanderschliessen, so dass es gar nicht 
zur Bildung von Interzellularréumen kommt. 
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IV. Isolierung der kristallinischen Phlorogluzinderivate aus 
Dryopteris spinulosa und D. austriaca. 


SramM und seine Schiiler haben wahrend der letzten Jahre mannigfache 
Untersuchungen iiber die Rhizome der beiden in der Uberschrift genannten 
Famarten, u.a. auch vergleichende Bestimmungen des Extrakt- und Roh- 
aspidingehaltes in denselben ausgefiihrt (Stamm 1932), aber ein Ver- 
gleich der in diesen Wurzelstécken enthaltenen kristallinischen Bestandteile 
ist wenigstens bis auf weiteres nicht in Stamms Arbeitsprogramm aufgenom- 
men gewesen. Die um die Jahrhundertwende ausgefiihrten Untersuchungen 
von BoEHM, PouLssON und HAUSMANN betrafen, wie eingangs erwahnt, 
die Zusammensetzung des Rohaspidins bei den gemischten Arten (wahr- 
scheinlich jedoch Dryopteris austriaca, wie Matz1tE 1942 bemerkt). Ob ein 
Unterschied in der Zusammensetzung des Rohaspidins und dem Gehalt an 
verschiedenen Phlorogluzinderivaten zwischen den beiden genannten Arten 
besteht, geht indessen aus diesen Untersuchungen nicht hervor. Da die bei- 
den Arten eine ausgedehnte Anwendung als Wurmmittel haben, schien mir 
die Frage einer naéheren Untersuchung wert, trotz der Schwierigkeiten, die 
einer chemischen Bestimmung jener verhaltnismassig unbekannten Stoffe 
entgegenstehen. 

Eine vorlaufige Mitteilung iiber die Resultate meiner diesbeziiglichen 
Untersuchungen wurde im Jahre 1939 in den Zeitschriften Pharmacia und 
Suomen Apteekkariyhdistyksen Aikakauslehti veréffentlicht. Drei Jahre 
spater, 1942, erschien im Archiv der Pharmacie das Autoreferat einer Arbeit 
von MaiziTE, betitelt »Zur Kenntnis der kristallinischen Farnbestandteile», 
woraus hervorgeht, dass auch er sich seit einer langen Reihe von Jahren mit 
dem gleichen Problem beschaftigt hat. Da aber diese Untersuchungen in 
verschiedenen Nummem der Acta Universitatis Latviensis gedruckt sind, 
die mir infolge der herrschenden Umstande unzuganglich gewesen sind, 
bin ich lediglich auf das genannte Referat seiner Arbeiten angewiesen. 


A. Isolierungsmethoden. 


Da die Untersuchungen die chemisch-pharmakognostische Unterscheidung 
der beiden nahe verwandten Arten Dryopteris spinulosa und D. austriaca 
bezweckten, war es natiirlich von grésster Wichtigkeit, absolut reine und 
ungemischte Rhizomproben zu erhalten. Darum sammelte ich das Material 
zum grossten Teil selbst ein. Nur aus Joensuu ging mir fremdes Material zu, 
ich priifte es aber genau nach und bestimmte samtliche Rhizome einzeln 
nach der Art. Das Einsammlungsdatum dieses letzteren Materials kann ich 
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indessen nicht angeben, auch nicht, wie lange die Wurzelstécke frisch auf- 
bewahrt worden waren, bevor sie getrocknet wurden. 

Die Rhizome wurden 4—5 Wochen lang bei gew6hnlicher Zimmertempera- 
tur getrocknet. Die Isolierung der Phlorogluzinderivate erfolgte jeweils aus 
0.5—2 kg Trockenmaterial. Ausserdem gelangten zwei frische Rhizomproben 
zur Untersuchung. 

POULSSON und HAUSMANN, wie auch MaiziTs, haben sich des von BOEHM 
(1897) entwickelten Verfahrens zur Rohfilizin- bzw. Rohaspidinherstellung 
bedient. Demselben gemdss wird das Atherextrakt der Rhizome mit so viel 
Magnesiumoxyd versetzt, dass sich ein trockenes Pulver ergibt, wonach dieses 
mit reichlich Wasser ausgelaugt wird. Dabei werden die sauren Phlorogluzin- 
derivate in lésliche Magnesiumsalze iibergefiihrt. Diese werden aus der Was- 
serlésung erneut mit Saéure ausgefallt, der Niederschlag abfiltriert und getrock- 
net, und so erhalt man das Rohfilizin bzw. Rohaspidin als ein braunes Pulver. 

In der vorliegenden Untersuchung erfolgt die Rohaspidinbereitung gemiass 
dem Prinzip von Borum, doch mit einem wichtigen Unterschied, der in mei- 
ner vorlaufigen Mitteilung nicht angegeben ist, der aber jetzt, nachdem die 
Arbeiten abgeschlossen sind, mitgeteilt werden mége. Die bisherigen Autoren 
haben stets, sofern sie nicht direkt von dem Atherextrakt ausgegangen sind, 
dieses dargestellt und danach die Arbeit auf dem von Boehm eingeschlagenen 
Wege fortgesetzt. Hier ist im Anschluss an die Untersuchungen eine andere 
Methode zur Isolierung der Phlorogluzinderivate direkt aus den Wurzel- 
st6cken ausgearbeitet, indem das Boehmsche Verfahren umgekehrt ist. Die 
Methode ist folgende. 


Darstellung von Rohaspidin. — Die grobpulverisierten Wurzelstécke 
wurden mit so viel MgO gemischt, dass auf 1 kg derselben 200 g MgO kamen, 
und danach mit 30 1 Leitungswasser versetzt. Nachdem das Gemisch von 
Zeit zu Zeit umgeriihrt worden war, blieb es iiber Nacht stehen, worauf die 
gewohnlich blutrote, selten helle Lésung durch einen grossen Saugtrichter 
abgegossen und filtriert wurde. Das abfiltrierte Drogenpulver wurde erneut 
auf dieselbe Weise mit einer ebenso grossen Wassermenge wie vorher ausge- 
laugt und nach einigen Stunden filtriert. Die Filtrate wurden unmittelbar 
mit verdiinnter Salzsdure angesduert, wobei die dunkle Farbe der Losung 
in ein helles Gelb iiberschlug, wahrend die Phlorogluzinderivate als fleisch- 
rote bis nahezu weisse Flocken ausgefallt wurden, die gewodhnlich alsbald 
zu Boden sanken und sich dadurch bequem, zuerst durch Dekantieren, dann 
durch Filtrieren mit einem Saugtrichter, von der Losung abtrennen lies- 
sen. Auf diese Weise ergab sich die Hauptmasse der sauren Bestandteile. 
Ein drittes Auslaugen des Drogenpulvers mit Wasser eriibrigte sich gew6hn- 
lich, wie dadurch festzustellen war, dass bei dem Anséuern des zweiten Fil- 
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trats mit Salzsiure nur ein unbedeutender Niederschlag entstand. Der fleisch- 
rote bis nahezu weisse Niederschlag wurde mit destilliertem Wasser gewaschen 
und dann in noch feuchtem Zustand zusammen mit dem Filter — der Nie- 
derschlag verdunkelte sich sogar, wenn er bei gewdhnlicher Temperatur 
getrocknet wurde — in Ather aufgenommen und zusammen mit getrock- 
netem Natriumsulfat so viele Male (etwa 5—6 mal mit ugf. 100 ml) mit Ather 
durchgeschiittelt, dass sich die Atherschicht fast ganzlich entfarbte. Dabei 
blieb ein grosser Teil des Niederschlags ungelést zuriick. Von den vereinigten 
Atherschichten wurde der Ather zum gréssten Teil abdestilliert, wonach men 
die restliche, stark konzentrierte Lésung iiber Nacht in offenen Gefassen 
stehenliess, wobei das gewonnene Rohaspidin bei Gegenwart von Aspidin 
kristallinisch ausgeschieden wurde. Anderenfalls ergab sich ein schwarz- 
brauner homogener Riickstand. Diese Herstellungsmethode hat gegeniiber 
dem Boehmschen Verfahren den grossen Vorzug, dass sich die Bereitung des 
Atherextraktes eriibrigt, ein Umstand, der in der Praxis, bei der Behandlung 
grésserer Rhizomquantitaéten, von grosser Bedeutung sein kann. 

Das in obiger Weise dargestellte Rohaspidin wurde weiter nach BOEHM 
(1897) und Hausmann (1899) untersucht. 


Darstellung von Aspidin. — Das nach dem obigen Verfahren dargestellte 
Rohaspidin wurde mit einer geringen Menge absoluten Alkohols verriihrt 
und der dabei ungeléste Aspidinniederschlag abfiltriert. Die konzentrierte 
Alkohollésung liess man 2—3 Wochen stehen und filtrierte dann von dem 
emeut ausgeschiedenen Aspidin ab. Die vereinigten Aspidinniederschlage 
wurden hiernach durch Umkristallisieren aus 96 9% Alkohol gereinigt. Das 
Aspidin liess sich leicht in reiner Form nach 2—3maligem Umkristallisieren 
in Form von strohgelben, fiir das blosse Auge nadelférmigen Kristallen gewin- 
nen, die sich bei langsamer Ausbildung zu schénen Rosetten anhauften. Im 
Mikroskop traten sie als lange Prismen hervor, als deren Schmelzpunkt 125° 
gefunden wurde. Im iibrigen wurde véllige Ubereinstimmung mit BOrHMs 
Aspidin konstatiert, so dass auf eine Elementaranalyse zur Bestatigung der 
Identitat verzichtet werden kcnnte. Dasselbe gilt auch von den nachfol- 


genden Stoffen, deren Darstellung, vom Rohaspidin ausgehend, nach Boehm 
erfolgt ist. 


Darstellung von Flavaspidsdéure. — Die alkoholische Mutterlauge wurde 
durch Eindunsten in offener Porzellanschale auf dem Wasserbad vom Alko- 
hol befreit. Der Riickstand wurde in 20% Na gCO,-Lésung gelést und mit 
Ather so lange durchgeschiittelt, bis sich nur noch eine schwach gelbgefarbte 
Atherschicht ergab. Der Ather wurde nun von den vereinigten Atherschichten 
abdestilliert und der rotbraune harzige Riickstand mit wenig Wasser verriihrt, 
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so dass sich ein emulsionsartiges Gemisch bildete. Bei Zugabe von 10%, 
CaCl,-Lésung klarte sich die Losung unter Ausfallung von Harz auf. Das 
Harz wurde durch einen Saugtrichter abfiltriert und mit Wasser ausgelaugt, 
indem man es mehrmals im Mérser mit kleinen Wassermengen verrieb und 
emeut filtrierte. Die vereinigten schwach gelben Wasserextrakte wurden 
mit verdiinnter Chlorwasserstoffsdure angesduert und eiuigemal mit Ather 
durchgeschiittelt. Dabei léste sich der bei der Ansduerung entstandene Nieder- 
schlag im Ather auf. Der Ather wurde nun abdestilliert und der Riickstand 
mit absolutem Alkohol iiberschichtet. Die sich dann allmahlich bildende 
Kristallmasse von Flavaspidsaure wurde am folgenden Tage abgesaugt und 
aus Methylalkohol umkristallisiert und schliesslich gewogen. Dicke, schén 
zitronengelbe Prismen, von deren Schmelzpunkt im folgenden Abschnitt 
naher die Rede sein wird. 


Ubrige Phlorogluzinderivate. — Albaspidin. Mehrere friiher erwahnte 
Forscher, wie BOEHM, PouLssoN und MarzirE, geben an, dass sie bei der 
Isolierung des Aspidins stets mit grossen Schwierigkeiten zu kampfen 
hatten, wenn es galt, diesen Stoff von dem gleichzeitig auskristallisierenden 
Albaspidin zu trennen. Ich selbst erhielt bei meinen oben beschriebenen 
Versuchen in den meisten Fallen sowohl aus Dryopteris spinulosa als aus 
D. austriaca nur Aspidin, wie durch Kontrollieren des Niederschlags im Mi- 
kroskop festgestellt werden konnte. Die Ursache dazu kann ich nicht an- 
geben, méglich ist aber, dass ich mit so kleinen Rhizomproben (0.s—2 kg, 
wie oben erwdhnt) arbeitete, dass die in ihnen enthaltene unbedeutende 
Albaspidinmenge bei den Analysen nicht zum Vorschein kam. Das Alb- 
aspidin kristallisiert namlich; wie konstatiert wurde und wie auch die 
obenerwahnten Autoren andeuten, sehr unvollstandig aus. Dass es jedoch 
in samtlichen Proben ebenfalls zugegen war, liess sich, wie aus dem folgenden 
Teil der Untersuchung hervorgehen wird, durch Mikrosublimation nachweisen. 

Bei meinen Untersuchungen war Albaspidin nur aus den Joensuu-Proben 
von Dryopteris spinulosa (Probe Nr. 6) und D. austriaca (Proben Nr. 6—8) 
desgleichen aus den beiden frisch untersuchten Rhizomproben der letzteren 
Art aus Nyland zu gewinnen. 

Aus den ebengenannten aspidinhaltigen Rhizomen ergab sich das Albaspi- 
din nach dem folgenden Verfahren. Der erste, bei der Verriihrung des Roh- 
aspidins mit Alkohol erhaltene Niederschlag bestand offensichrlich aus tei- 
nem Aspidin, da der konstante Schmelzpunkt, 125°, schon nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Alkohol erreicht wurde. Die konzentrierte Mutter- 
lauge, die auf iibliche Weise etwa nach zwei Wochen filtriert wurde, hatte 
jedoch einen Niederschlag gebildet, der sich nach dem Umkristallisieren als 
eine Mischung von Aspidin und Albaspidin erwies. Die Stoffe wurden durch 
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fraktioniertes Umkristallisieren aus Alkohol voneinander getrennt, wodurch 
die letzten Reste des Aspidins vom Albaspidin gesondert wurden. Die Aus- 
beute an Albaspidin betrug bei sdmtlichen Proben gegen 0.01%, aus der 
Masse der getrockneten Rhizome berechnet. 

Die aus Joensuu stammenden Dryopteris austriaca-Proben (Nr. 6—8) ent- 
hielten, wie unten hervorgeht, nicht Aspidin, sondern es wurden bei der ersten 
Behandlung des Rohaspidins mit absolutem Alkohol reichliche Mengen von 
Flavaspidsaure auskristallisiert. Beim Umkristallisieren der letzteren aus 
Methylalkhol verblieb jedoch ein in dem heissen Methylalkohol unldslicher 
Rest, der sich nach Umkristallisieren aus 96° Alkohol als Albaspidin erwies. 
Die Ausbeute betrug auch in diesem Falle rund 0.01 %. 

In Anbetracht der eingangs erwahnten Neigung des Albaspidins zu unvoll- 
standigem Auskristallisieren miissen besonders diese Werte als zu niedrig 
betrachtet werden. 

Das so erhaltene Albaspidin hatte den Mikroschmelzpunkt 149°—150° 
und wurde in Form von feinen, weissen Nadeln gewonnen. 

Aspidinol. Das Aspidinol ist von samtlichen fritheren Forschern nur in 
geringen Mengen in den Dryopteris-Rhizomen nachgewiesen worden. Darum 
wurde der Aspidinolgehalt nicht aus den einzelnen Proben, sondern erst nach 
Vereinigung der harzartigen Riickstande nach Isolierung der Flavaspidsaure 
aus einer grésseren Anzahl Proben (fiir Dryopteris spinulosa aus den Proben 
Nr. 1—7 und fiir D. austriaca aus den Proben Nr. J—8) gemeinsam bestimmt. 
Diese bei Behandlung mit CaCl,-Losung gewonnenen gemeinsamen Harz- 
niederschlage wurden dann nach BoEHM (1897) weiter verarbeitet, indem 
man sie unter dem Riickflusskiihler etwa 3 Stunden lang mit Benzol aus- 
kochte und die Benzollésung abfiltrierte. In dieser kristallisierte das Aspi- 
dinol allmahlich in Form von feinen Nadeln aus, die abfiltriert, nach Boehm 
mit Ligroin gereinigt und aus Xylol und schliesslich erneut aus Benzol um- 
kristallisiert wurden. Mikroschmelzpunkt 143°. Ausbeute: Dryopteris spi- 
nulosa 0.03%, D. austriaca 0.012 %. 

Phloraspin. Eine Substanz, die in ihren Eigenschaften mit dem von BoEHM 
(1903 d) beschriebenen Phloraspin iibereinstimmte, ergab sich bisweilen als 
Verunreinigung bei der Aspidinoldarstellung sowohl aus Dryofteris spinu- 
losa als aus D. austriaca. Das Aspidinol wurde vom Phloraspin in der 
Weise getrennt, dass man es in kaltem Alkohol aufléste und das ungelést 
zuriickgebliebene Phloraspin abfiltrierte. Dieses reinigte man dann nach 
Boehm durch Auflésen in Azeton und erneute Ausfallung bei Zusatz von 
destilliertem Wasser, wonach der Niederschlag abfiltriert und getrocknet 
wurde. Schmelzpunkt 241°. 

Boehm gewann diesen Stoff in etwa 0.15 °% vom Extrakt; in zahlreichen 
Extraktproben fehlte er aber vdllig. 
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Aspidinin. Diesen Stoff versuchte ich nach den Anweisungen von BOEHM 
(1897) vergebens in den untersuchten Dryopteris-Rhizomen zu erfassen. Boehm 
fiihrt keine Zahlen an, er bemerkt bloss, dass er nur ganz kleine Mengen vor- 
gefunden habe. Poursson gibt den Polystichiningehalt (= Aspidinin?) mit 
ls % vom Extrakt an. MaiziTe erwahnt ebenso Aspidinin aus Dryopteris 
austriaca. 


Bestimmung des Rohaspidingehaltes. — Der Rohaspidingehalt wurde in 
besonderen Proben der Droge zu 20 g nach dem oben dargestellten Verfahren 
mit MgO auf folgende Weise bestimmt. 

20 g der pulverisierten Droge wurden mit 4 g MgO gemischt und mit 
400 g destillierten Wassers ausgelaugt, das Gemisch nach 24 Stunden filtriert 
und von neuem mit der gleichen Wassermenge ausgelaugt, das Filtrat un- 
mittelbar mit verdiinnter Chlorwasserstoffsdure angesduert, der dabei ent- 
standene Niederschlag abriltriert und zusammen mit dem Filter nebst 2 g 
getrockneten Natriumsulfats dreimal mit 30 g Ather durchgeschiitielt. Aus 
den vereinigten Atherschichten wurde der Ather verdunstet und dann das 
zurtickgebliebene Rohaspidin wahrend einer Stunde im Trockenschrank bei 
100° getrocknet. 


B. Resultate. 


Die Mengen des auf diese Weise gewonnenen Aspidins und der Flavaspid- 
saure wurden fiir die beiden untersuchten Dryofteris-Arten aus einer Anzahl 
von Proben, die zu verschiedenen Zeiten des Jahres eingesammelt waren, 
bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen sind in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt. Die Bestimmungen machen keinen Anspruch darauf, streng quan- 
titativ zu sein, sie vermitteln uns aber immerhin einen ungefahren Begriff 
von dem Gehalt der Drogen an diesen Stoffen. Die Werte der Tabelle beziehen 
sich auf die getrockneten Rhizomproben. Spater wurden noch zwei frische 
Dryopteris austriaca-Proben auf ihren Gehalt an Aspidin und Albaspidin 
untersucht, und zwar mit folgendem Resultat: 

Probe I, eingesammelt in Perna, Nyland, am 5. VIII. 1940: Aspidin 0.18 %, 
Albaspidin 0.01 %. 

Probe II, eingesammelt auf der Insel Mélandet im Nylandischen Scharen- 
hof: Aspidin 0.13%, Albaspidin 0.01 %. 

Diese Prozentzahlen gelten fiir die getrockneten Rhizome; von den frischen 
Rhizomproben wurde ein Teil zum Zweck dieser Berechnung getrocknet. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, war Aspidin normalerweise sowohl in 
Dryopteris spbinulosa als in D. austriaca vorhanden; die einzelnen Mengen- 
anteile weisen jedoch bedeutende Unterschiede auf. Den héchsten Gehalt, 
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Tabelle 1. Der Gehalt an Aspidin und Flavaspidsdure in einer Anzahl Proben 
von Dryopteris spinulosa und D. austriaca, eingesammelt zu verschiedenen 
Zeiten des Jahres. 

Von den in der Tabelle angegebenen Orter liegen Munksnas, Perna, Degero 
und Lojo in der Provinz Nyland in Siidfinnland, Joensuu in Nordkarelien. 
ES 
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0.39 %, ergab eine im Vorsommer eingesammelte D. austriaca-Probe (Nr. 2), 
im allgemeinen bewegte er sich jedoch zwischen 0.1 und 0.2 %, entsprechend 
ugf. 20 % des Rohaspidins. Die bemerkenswerteste Abweichung wiesen die 
im Herbst 1938 bei Joensuu eingesammelten D. austriaca-Proben (Nr. 6—8) 
auf, in denen sich nach der oben beschriebenen Methode iiberhaupt kein 
Aspidin nachweisen liess. Die entsprechende D. sfinulosa-Probe (Nr. 6) 
enthielt dagegen den normalen Betrag Aspidin, etwa 0.2%. Jene Joensuu- 
Drogen wichen, wie vorher gezeigt ist, auch in anderer Beziehung von allen 
meinen anderen Proben ab. 

Flavaspidsdure wurde im simtlichen untersuchten Proben festgestellt, und 
sie diirfte daher sowohl bei Dryopteris spinulosa als bei D. austriaca als ein 
konstant vorkommender Bestandteil angesehen werden kinnen. Der Gehalt 
schwankte gew6hnlich zwischen 0.02 und 0.05 % vom Rhizom oder 2—5 x 
vom Rohaspidin. Abnorm hoch war der Flavaspidsauregehalt bei den schon 
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wiederholt besprochenen D. awstriaca-Proben Nr. 6—8 aus Joensuu, die 
des Aspidins total entbehrten, dafiir aber 0.2 % Flavaspidsaure (nahezu 40%, 
vom Rohaspidin) enthielten. Schon bei der ersten Alkoholbehandlung 
des aus diesen Proben gewonnenen Rohaspidins kristallisierten hier grosse 
Mengen von Flavaspidsadure statt Aspidin aus. 


C. Zusammenfassung der Resultate. 


Die oben wiedergegebenen Untersuchungen haben den Charakter von orien- 
tierenden Versuchen. Sie sollten lediglich dazu dienen, die Eignung der von mir 
entwickelten Isolierungsmethode fiir eine auf breiterer Basis angelegte Unter- 
suchung zu priifen. Infolge ausserer Umstande konnte dieser Plan jedoch 
nicht verwirklicht werden, sondern das Arbeitsprogramm musste dahin 
abgeandert werden, dass es weniger zeitraubende und leichter durchfiihrbare 
Untersuchungen umfasste. 

Uberblickt man die Ergebnisse dieser Untersuchungen iiber die Phloro- 
gluzinderivate der Arten Dryopteris sbinulosa und D. austriaca, so hat man 
den Eindruck, als bestande im Vorkommen dieser Stoffe zwischen den ge- 
nannten Arten kein wesentlicher Unterschied. So konnten aus den beiden 
Arten sowohl Aspidin, Flavaspidsdure, Albaspidin, Aspidinol wie Phloraspin 
gewonnen werden. Sieht man von den abweichenden Joensuu-Drogen ab, 
deren Kinsammlungsdatum und Aufbewahrungsweise mir nicht naher bekannt 
sind, so ergaben die Rhizome der beiden Dryopteris-Arten, in runden Zahlen 
ausgedriickt, folgende Mengenanteile der verschiedenen Phlorogluzinderivate 
(das Phloraspin wird hier wegen seiner geringen Ausbeute nicht beriick- 
sichtigt). 

Dryopteris spinulosa: Aspidin 0.1—0.2%, Flavaspidsaure 0.02—0.05 %, 
Albaspidin bis 0.01% und Aspidinol 0.03 %. 

Dryopteris austriaca: Aspidin 0.1—0.2%, Flavaspidsaure 0.01—0.05 %, 
Albaspidin bis 0.01 °% und Aspidinol 0.012 %. 


Vergleich mit friiheren Untersuchungen. — Da die friitheren Autoren die 
beiden fraglichen Dryopteris-Arten nicht getrennt untersucht haben, ist 
ein direkter Vergleich der Resultate nicht méglich. Weil sich aber die Analysen 
sowohl von Pourtsson als von BorHM, wie MarzirE (1942) bemerkt, wahr- 
scheinlich auf Dryopteris austriaca beziehen, mégen ihre Resultate hier wieder- 
gegeben werden. 

Poulsson gibt folgende auf das Atherextrakt bezogene Mengenanteile der 
verschiedenen Phlorogluzinderivate an: Polystichin (Aspidin) 1.4%, Poly- 
stichalbin (Albaspidin) 0.s—0.4 %, Polystichozitrin (Flavaspidsdure?) 0.3 %, 
Polystichinin (Aspidinin?) 1/, % oder vergleichshalber auf das Rhizom um- 
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gerechnet (die Extraktausbeute betrug 5.2%): Aspidin 0.073 %, Albaspidin 
0.016—0.021 %, Flavaspidsdure 0.016%, Aspidinin 0.017 %,. 

Boehms Werte je Extrakt lauten: Aspidin 2—3%, Albaspidin 0.3 %, 
Flavaspidsaure 1%, Aspidinin (Gehalt nicht angegeben), Aspidinol 0.2—0.38% 
oder umgerechnet auf das Rhizom unter Annahme einer mittleren Extrakt- 
ausbeute von 8%: Aspidin 0.1—O.24%, Albaspidin 0.02%, Flavaspid- 
sdure 0.03 %, Aspidinol 0.01c-—0.024 %. 

Wie man aus, dem Obigen ersieht, stimmen die von mir gewonnenen Werte 
in den Grenzen der Vergleichsméglichkeiten recht gut mit den Poulssonschen 
und Boehmschen iiberein. 

MaizitE (1942), der wie ich die beiden Dryopteris-Arten getrennt unter- 
sucht hat, ist zu einigermassen abweichenden Resultaten gekommen. Nach 
ihm bestehen namlich zwischen den beiden Arten sowohl im qualitativen wie 
im quantitativen Gehalt der Drogen an Phlorogluzinderivaten deutliche Unter- 
schiede. Maizite fand als Hauptbestandteil bei D. spinulosa Albaspidin, wahrend 
der Aspidingehalt stark zuriicktrat. Direkt entgegengesetzt war das Verhalten 
bei D. austriaca, indem sich hier hauptsachlich Aspidin und nur in ganz ge- 
ringen Mengen Albaspidin, ausserdem aber noch Aspidinin ergab, welcher 
letztere Stoff bei der vorhergehenden Art ganzlich fehlte. Bei beiden Arten 
wurde dazu ein ungefahr gleich hoher Gehalt an Flavaspidsaure konstatiert. 
Maizite fiihrt in seinem Referat nur fiir eine D. austriaca-Probe genauere Zahlen- 
werte an, und zwar: Aspidin 2.28 %, Albaspidin 0.38 9%, Flavaspidsaure 0.013 %, 
bezogen auf das Extrakt, dessen Ausbeute 7.45% betrug; auf das Rhizom 
umgerechnet, ergeben sich hieraus: Aspidin 0.17%, Albaspidin 0.028 % und 
Flavaspidsaure 0.0097 94. Aspidinol konnte Maizite trotz zahlreicher Versuche 
bei den untersuchten Arten nicht nachweisen. 

Leider gibt Maizite nicht die Grésse der analysierten Rhizomproben und 
mit Ausnahme der oben angefiihrten Probe auch nicht die Mengenanteile der 
einzelnen Phlorogluzinderivate in denselben an, was jedoch vom Standpunkt 
eines Vergleiches mit den von mir gewonnenen Werten unbedingt von Interesse 
ware. Er weist allerdings auf seine Arbeiten in den Acta Universitatis Latviensis 
hin, wo méglicherweise nahere Angaben zu finden sind, die ich aber, wie be- 
reits bemerkt, unter den obwaltenden Verhaltnissen nicht aufzutreiben ver- 
mocht habe. 

Der Hauptunterschied zwischen Maizites und meinen Resultaten betrifft 
Dryopteris spinulosa, wo Maizite Albaspidin als Hauptbestandteil und Aspidin 
nur in ganz geringen Mengen vorfand. Meinen eigenen Analysen gemiss fallt 
dagegen der Hauptanteil dem Aspidin zu, wahrend das Albaspidin in unter- 
geordneter Stellung auftritt. Wie dieser Unterschied zu erklaren ist, kann 
einstweilen nicht entschieden werden. Doch sind im Laufe der Untersuchungen 
gewisse Umstande zutage getreten, die hierbei ohne Zweifel beriicksichtigt zu 
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werden verdienen. Vor allem diirften in verschiedenen Gegenden eingesammelte 
Drogen sich in bezug auf die Zusammensetzung und den Gehalt an Phlorogluzinderi- 
vaten bedeutend vonernander unterscheiden. Dies hat Maizite (1942) fiir D. 
austyiaca festgestellt, und dasselbe bezeugen auch meine Proben aus Joensuu. 
Daher diirfte es wohl kaum unméglich und nicht einmal in hdherem Grade 
unerwartet sein, wenn sich D. spinulosa bei uns von den entsprechenden Pflan- 
zen in Lettland unterschiede. Dass Maizite geringe Mengen Aspidinin als 
fiir D. austriaca spezifisch gefunden hat, verwundert weniger, kann doch dieser 
Stoff mir bei meinen orientierenden Analysen leicht entgangen sein, genau 
so wie Maizite wahrscheinlich das Aspidinol itbersehen haben mag, das sich 
ausser in meinem Material auch in den Analysen von Borum, HAUSMANN und 
KrarFtT ergeben hat. Ein Faktor, dem beim Analysieren der Pblorogluzinderi- 
vate von Farnrhizomen sicher eine grosse Bedeutung beizumessen ist, ist die 
Zeit der Einsammlung und die Art der darauffolgenden Aufbewahrung, d.h. 
ob die Wurzelstécke unmittelbar nach der Einsammlung oder nach vorheriger 
Trocknung oder etwa erst nach langerem Liegen in feuchtem Zustand behan- 
delt werden. Die unbestaéndigen Phlorogluzinderivate sind bei einer derarti- 
gen Aufbewahrung mannigfachen, noch nicht bekannten Veranderungen un- 
terworfen. Weiter diirfte man sich wohl auch denken kénnen, dass die von 
mir angewandte, von Maizite abweichende Methode zur Isolierung der Phloro- 
gluzinderivate einigermassen verschiedene Resultate liefert. 


V. Mikrochemische Studien iiber die isolierten Phlorogluzin- 
derivate. 


Die Reihe der vortretflich durchgefiihrten Konstitutionsbestimmungen 
von BorHm (1898, 1899, 1901 a—c, 1903 a—d) mit den von ihm dargestellten 
kristallinischen Filixstoffen bildet eine bedeutsame Grundlage fiir die Er- 
forschung dieser Substanzen. Boehm konnte diese Untersuchungen praktisch 
zum. Abschluss bringen, so dass es ihm méglich war, fiir die meisten natiirlichen 
Phlorogluzinderivate auch die Strukturformeln festzustellen, wenn diese auch 
in bezug auf gewisse Punkte noch nicht endgiiltig bestatigt bzw. zum Teil 
noch unklar sind. Im iibrigen sind unsere Kenntnisse iiber die Kigenschaften 
und Reaktionen der kristallinischen Farnbestandteile mangelhaft und beschran- 
ken sich fast ausschliesslich auf die Erfahrungen und Befunde Boehms bei 
seinen Konstitutionsbestimmungen. Besonders gilt dies von allen mikroche- 
mischen Reaktionen und Identitatsproben, die zum Nachweis dieser Stoffe 
in der Droge dienen sollten. 

Von den speziellen Reaktionen, die in der Literatur (siehe ‘THUNMANN- 
ROSENTHALER 1931) fiir die Phlorogluzingerbstoffe, d.h. Gerbstoffe mit einem 
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oder mehreren Phlorogluzinkernen, angegeben sind, gelten namentlich die 
Reaktionen mit Vanillinsalzsaure (Rotfarbung) und Dimethylaminobenzalde- 
hydschwefelséure (ebenso Rotfaérbung) als besonders charakteristisch und 
speziell fiir die Phlorogluzinkerne bezeichnend. Auch in der finnischen Pharma- 
kopée ist Rotfarbung der Schnittflache von Rhizoma Filicis mit Vauillinsalz- 
saure als Identitatsbeleg der Droge angegeben. Diese Reaktionen werden 
jedoch bei den aus den Farnrhizomen isolierten anthelmintischen Phloroglu- 
zinderivaten vollig vermisst, wie ich bei vorgenommenen Versuchen feststellen 
konnte. Eine Rotfarbung tritt nicht ein, sondern die Phlorogluzinderivate wer- 
den bei Zusatz der sauren Reagenzien lediglich als dicker Niederschlag aus- 
gefallt. Die bei den Versuchen verwendeten Reagenzien waren hergestellt: 
Vanillinsaure nach der finnischen Pharmakopée aus 1 Gewichtsteil Vanillin 
und 9 Gewichtsteilen Spiritus, davon 1 Gewichtsteil auf 9 Gewichtsteile Chlor- 
wasserstoffsaure; Dimethylaminobenzaldehyd-Reagens aus 0.5 g Dimethyl- 
aminobenzaldehyd + 8.5 g konz. Schwefelséure + 8.5 g dest. Wasser. 

Man sucht also in der pharmakognostischen Literatur vergebens nach Spe- 
zialreagenzien fiir die teniziden Phlorogluzinderivate. Weder unsere eigene 
noch andere Pharmakopéen fiihren Proben zum Nachweis dieser Substanzen 
in Rhizoma Filicis an, obwohl die Phlorogluzinderivate zu den witksamen 
Bestandteilen der Droge gerechnet werden miissen. 

Nachstehend gebe ich eine Ubersicht der allgemeinen Eigenschaften der 
von mir isolierten Phlorogluzinderivate in Anlehnung an friihere Quellen (vor- 
nehmlich BOEHM) und eine Beschreibung der mikrochemischen Versuche, die 
ich mit den verschiedenen Farmbestandteilen ausgefiihrt habe und die dem 
Zweck dienen sollten, den mikrochemischen Nachweis derselben in der Droge 
zu ermédglichen. 


A. Arbeitsmethodik. 


Kinige orientierende Versuche fiihrten zu der Auffassung, dass das beste 
Verfahren, das zur Durchfiihrung des aufgestellten Arbeitsprogramms zu 
Gebote stand, die Mikrosublimationsmethode war, der sich verschiedene Autoren 
in letzter Zeit mit Erfolg zur Beschreibung von Drogensublimaten bedient 
haben. 

Die Mikrosublimation ist als Untersuchungsmethode bei der Charakteri- 
sierung von Drogen schon seit langem bekannt und ist frither vor allem von 
TUNMANN (siehe TUNMANN-ROSENTHALER 1931) angewandt worden, der in 
zahlreichen verdienstvollen Arbeiten verschiedene Drogensublimate beschrie- 
ben hat. Aber erst als Korter (1934) die Mikroschmelzpunktbestimmung als 
Hilfsmittel zur Identifizierung der Sublimatkristalle herangezogen hatte, wurde 
ein fester Grund fiir diesen Forschungszweig geschaffen. Es gelang Kofler 
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mittels seines neuen Verfahrens mehrere bisherige Irrtitmer zu berichtigen, 
und neuerdings ist Karma (1938 a—c, 1939) mit der Methode bei der Charak- 
terisierung verschiedener Drogensublimate zu ausgezeichneten Resultaten 
gelangt. 

Die Methodik der Mikrosublimation ist in mehreren Handbiichern beschrie- 
ben, so z. B. in Tunmann-Rosenthalers »Pflanzenmikrochemie» (1931), worauf 
hier verwiesen sei. 

Die in der vorliegenden Untersuchung ausgefithrten Mikrosublimations- 
analysen griinden sich auf folgende Arbeitsmethode. 

Die Mikrosublimationen erfolgten im Mikroschmelzpunktapparat von Kofler 
(1934), der Sublimation unter gleichen adusseren Verhiltnissen gestattet. Im 
tibrigen wurde die von MoriscuH (siehe Tunmann-Rosenthaler) beschriebene 
sog. Glaskammermethode befolgt, bei der ein kleiner Teil der zu untersuchenden 
Substanz oder des Drogenpulvers auf einen Objekttrager gebracht, dort mit 
einem 3—4 mm hohen Glasring umgeben und zum Auffangen des Mikro- 
sublimats mit einem anderen Objekttrager bedeckt wird. Das Ganze wird 
dann auf der Warmeplatte in Koflers Apparat erhitzt, wobei die Sublima- 
tionstemperatur bequem an dem daselbst angebrachten Thermometer abge- 
lesen werden kann. Die Resublimationen wurden auf gleiche Weise ausgefiihrt. 

Bei Vakuumsublimation bediente man sich der von FiscHER (1934) kon- 
struierten Mikrovakuumglocke, im iibrigen erfolgten die Vakuumsublimationen 
gemass den Arbeitsvorschriften Fischers im Koflerschen Apparat. Die Tem- 
peratur wurde an dem Warmeplattenthermometer abgelesen. Die Vakuum- 
sublimationen wurden im allgemeinen bei ungefaéhr 10 mm Vakuum ausge- 
fiihrt. 

Die Schmelzpunktbestimmungen fanden im Mikroschmelzpunktapparat 
von Kofler statt. Die Schmelzpunktangaben gelten fiir den jeweils héchsten 
der gefundenen Parallelwerte, wobei natiirlich eben dieser fiir die Identitats- 
bestimmung der betreffenden Substanz ausschlaggebend ist. Selbstverstand- 
lich ergeben sich bei den Bestimmungen ausserdem stets auch niedrigere Werte. 


B. Versuche mit den isolierten Phlorogluzinderivaten. 
1. Aspidin. 


Das Aspidin lést sich schon bei gewéhnlicher Zimmertemperatur leicht 
in Benzol, Ather, Essigither und Petrolather und bei Erwarmung auch in 
Athyl- und Methylalkohol, nicht dagegen in Wasser. Auch lést es sich mit 
Leichtigkeit in Alkalien und Ammoniak zu einer gelben Lésung. Durch Um- 
kristallisieren aus Alkohol lasst es sich in Form von strohgelben Prismen ge- 
winnen, die sich bei langsamer Kristallisation zu sch6énen sternformigen Drusea 
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anhiufen, Die Alkohollésung wird bei Zusatz von ein paar Tropfen Ferrichlorid- 
lésung (Spiritus ferri chloridi) tiefrot. 

Das Aspidin schmilzt scharf bei 124°-125° zu einer klargelben Lésung, 
ohne bei Abkithlung wieder kristallinisch zu erstarren. Die Strukturformel 
wird von Boru (1903 c) folgendermassen angegeben: 


CH, CH, COC,H, 
ts 
Cc < 
ra, LANG 
oc c-OH HO;C stag A} es 
C.HCOeC 2 Cr CHe 
Sa ae 
a 
on oc, 
Aspidin 


Mikrochemie. Werden ein paar Kristalle des Stoffes auf einem Objekt- 
trager unter das Deckglas gebracht, wonach man einen Tropfen Alkohol zu- 
setzt, und wird das so erhaltene Praparat vorsichtig auf Koflers Warmeplatte 
erhitzt, bis Auflésung der Kristalle eintritt, so kristallisiert das Aspidin bei 
der Wiederabkiihlung in Form von zierlichen Nadelbiischeln aus (Abb. 9). 

Mikrosublimation. Bei Mikrosublimation unter gew6dhnlichem Luftdruck 
bilden sich Sublimate erst, nachdem sich der Stoff nach dem Schmelzen unter 
gleichzeitigem Zerfall missgefarbt hat. Die auf diese Weise erhaltenen Subli- 
mate waren von tropfiger Form, und aus ihnen liessen sich nur ausnahmsweise 
bei Zusatz eines Tropfens Alkohol Aspidinkristalle (Abb. 10) gewinnen. Wur- 
den diese gewaschen, indem man an dem einen Rande des Deckglases etwas 
Alkohol zutrépfelte und es an dem anderen wieder mit einem Filtrierpapier- 
streifen absog, so konnte fiir sie der richtige Schmelzpunkt (124°) bestimmt 
werden. Dieses Verfahren zur Schmelzpunktbestimmung ist von FISCHER 
(1934) naher beschrieben worden. 

Bei Sublimation im Vakuum bildeten sich nach dem Schmelzen tropfige 
Sublimate, in denen vereinzelte Kristallnadeln zu beobachten waren. Bei 
Zusatz von Alkohol wurden fast unmittelbar reichliche Kristalle (Abb. 41) 
gebildet, die wie oben mit Hilfe des Mikroschmelzpunktes (124°) identifiziert 
werden konnten. Wie man aus den Abbildungen sieht, ergab sich das Aspidin 
in den Sublimaten in Form von viel feineren Kristallen als beim Umkristalli- 
sieren der reinen Substanz. 


ACTA BOTANICA FENNICA 37 29 


Aus diesen Versuchen geht also hervor, dass das Aspidin bei Sublimation 
unter normalem Luftdruck zum gréssten Teil zerfallt, im Vakuum dagegen ohne 
Zerfall sublimiert und im Vakuumsublimat durch Zusatz von Alkohol nachge- 
wiesen werden kann. 


2. Albaspidin. 


Die Léslichkeitsverhaltnisse des Albaspidins sind denjenigen des Aspidins 
ahnlich, doch lést sich das Albaspidin bedeutend schwerer in Athylalkohol 
und Petrolather und besonders schwer in Methylalkohol, das auch beim Kochen 
nur unbedeutende Mengen des Stoffes zu lésen vermag. Aus Athylalkohol 
umkristallisiert, lasst es sich in Form kleiner, feiner, oft undeutlicher Nadeln 
gewinnen, die auf dem Filtrierpapier blendend weisse, seidenglanzende Uber- 
ziige bilden. Die Alkohollésung farbt sich mit Ferrichloridl6sung braunrot. 

Schmelzpunkt 149°. Die Schmelze erstarrt bei der Abkiihlung wieder kri- 
stallinisch unter Bildung von kleinen, scharfen Nadeln. In der Strukturformel 
ist die gegenseitige Stellung der Hydroxyl- und Karbonylgruppen nach BorkHM 
(1901 c) noch unklar. Von den hierbei méglichen Formeln geben KaRRER & 
WipMER (1920) und Tscurrcu (1923) folgende von Boehm aufgestellte Formel 
wieder: 


CH, CH, CH, CH, 

SA Nee 

c C 
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Mikrochemie. Beim Umkristallisieren aus heissem Alkohol ergab sich das 
Albaspidin als feinkérniger, undeutlich kristallinischer Niederschlag oder 
jn Form von meistens kleinen, kurzen und geraden, vereinzelten oder stern- 
formig angehauften Nadeln (siehe Abb. 145). 

Mikrosublimation. Unmittelbar vor der Erreichung des Schmelzpunktes 
bildeten sich Sublimate von nadelférmigen Kristallen (Abb. 12) und nach 
weiterer Erhitzung (bis 200°) ahnliche kristallinische (Abb. 13 und 14) oder 
oft nur amorphe Sublimate. Beim Umkristallisieren der letzteren durch Zusatz 
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von einem Tropfen Alkohol bildeten sich typische Albaspidinkristalle (Abb. 15). 
Der Schmelzpunkt der Sublimatkristalle war 149°. 

Die Sublimationsversuche zeigen also, dass das Albaspidin unter normalem. 
Luftdruck ohne Zerfall sublimiert. 


3. Flavaspidsiure. 


Die Flavaspidsdure zeigt in bezug auf ihre Léslichkeitsverhaltnisse eine 
grosse Ahnlichkeit mit dem Aspidin, lést sich aber in Athyl- und Methyl- 
alkohol viel leichter als dieses. Das Umkristallisieren erfolgt am vorteilhaftesten 
aus Methylalkohol, wobei sich goldgelbe Prismen bilden. Ferrichloridlésung 
farbt die Alkohollésung tiefrot. Die Flavaspidsdure tritt in zwei Formen, 
einer Enol- und einer Ketoform (a- und /-Flavaspidsaure), auf, fiir welche 
BorHM (1901 c, 1903b) nachstehende Formeln angibt: 
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f-Flavaspidsaure 


Nach Boehm (1901 c) erhalt man die a-Form mit dem Schmelzpunkt 92° 
durch Umkristallisieren aus Methyl- und Athylalkohol, die B-Form, Schmelz- 
punkt 156°, dagegen durch Umkristallisieren aus Benzol, Xylol oder Eisessig. 
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Boehm beobachtete auch, dass die a-Flavaspidsdure bei Erhitzung in ihre 
b-Form iiberging. Ich erhielt bei der Mikroschmelzpunktbestimmung meines 
aus Methylalkohol umkristallisierten Materials den Wert 94° fiir die Flavaspid- 
sdure, die bei fortgesetztem Erhitzen erneut auskristallisierte und schliesslich 
bei 156°—157° schmolz. 

Mtkrochemte. Beim Umkristallisieren aus Athylalkohol auf dem Objekt- 
trager wurden blattartige stumpfe Kristallnadeln (Abb. 16) gebildet; bei star- 
kerer Verdiinnung bildeten sich runde Kristalldrusen (Abb. 17). Der Mikro- 
schmelzpunkt der ersteren war 156°—157°, derselbe also wie fiir 6-Flavaspid- 
saure. Fiir die andere Kristallform wurden Schmelzpunktwerte zwischen 82° 
und 93° erhalten; dieselben deuten also offensichtlich auf a-Flavaspidsdure, 
was sich noch daraus ergab, dass sich in der Schmelze bei fortgesetzter Stei- 
gerung der Temperatur allmahlich Kristalle bildeten, die schliesslich beim 
Schmelzpunkt der /-Saure schmolzen. 

Der doppelte Schmelzpunkt der Flavaspidséure kann am leichtesten und 
besten bei der Mikroschmelzpunktbestimmung unter dem Mikroskop verfolgt 
werden. So wurde bei aus Methylalkohol umkristallisierten Proben beobachtet, 
wie sich von 85° an kleine Blaschen an den Kristallen bildeten, wonach diese 
bei 94°, dem Schmelzpunkt der ¢-Flavaspidsadure, schmolzen. Alsdann kristal- 
lisierten aus dem geschmolzenen Produkt von etwa 110° aufw4rts kleine pris- 
matische Kristalle aus, die bei fortgesetzter Temperatursteigerung weiterhin 
an Grésse zunahmen und sich zu Drusen zusammenschlossen (Abb. 18). Als 
endgiiltiger Schmelzpunkt der §-Flavaspidsdéure wurden 156°—157° gemessen. 
Nach der Abkithlung bildeten sich in der Schmelze oft, doch erst nach langem 
Stehen, Kristalle aus. 

Mikrosublimation. Diese ergab bei normalem Luftdruck meistens tropfige 
Sublimate, in denen bisweilen sparliche kleine Kristallnadeln beobachtet wur- 
den. Die Sublimeatbildung trat erst bei einer Temperatur von 200° ein, und 
die Flavaspidsaure zerfiel dabei offenbar zum grdssten Teil, da bei Alkohol- 
zusatz zu den Sublimaten keinerlei Kristallbildung erzielt werden konnte. 

Wurde hingegen die Sublimation im Vakuum vorgenommen, so ging die 
Flavaspidsiure ungefihr bei 160° ohne Zerfall tiber und liess sich in den tropfi- 
gen Sublimaten mittels Alkohol in Form der oben beschriebenen Kristalldrusen 
der a-Flavaspidsdure nachwetsen, die sich aach einigen Minuten am Deckglas- 
rand bildeten (Abb. 19 und 20). Nach vorherigem Waschen mit Alkohol konnte 
ihre Identitat weiterhin durch den doppelten Schmelzpunkt bestatigt werden. 


4, Filixsdéure. 


Um fiir die vorliegende Untersuchung Filixséure zu erhalten, wurde dieser 
Stoff aus ein paar Dryopterts filix mas-Proben isoliert. Die Darstellungsmethode 
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des Rohfilizins war die gleiche wie bei der Gewinnung von Rohaspidin. Aus 
dem Rohfilizin wurde die Filixsaure nach Hausmann (1899) isoliert, indem 
man es in einer grdsseren Quantitat Azeton léste, dann 5—6 Wochen stehen- 
liess und danach von der auskristallisierten Filixséure abfiltrierte. Die Filix- 
sdure wurde durch Umkristallisieren aus Essigather gereinigt, woraus sie in 
Form von hellgelben Tafeln gewonnen wurde, fiir die sich der in der Literatur 
angefiihrte Schmelzpunkt 184° ergab. 


Zur Verwendung kamen getrccknete Rhizcmproben von je 1 kg; die Be- 
handlung erfolgte 4 Wochen nach dem Eirsammeln. Die Ausbeuten an Filix- 


_saure waren folgende: 

Probe I, eingesemmelt am 11. VI.1938 in Munksnas bei Helsingfors: Filix- 
saure je Rhizom 0.12 %, je Rohfilizin 10 %. 

Probe II, eingesammelt am 7. VII.1938 in Perna: Filixsaure je Rhizom 


0.11 %, je Rohfilizin 13.8 %. 
Die Bestimmung des Rohfilizingehaltes ferd hierbei auf die gleiche Weise 
wie die des Rohaspidingehaltes (siche S. 17) statt. 


Die Filixsdéure ist leicht léslich in Chloroform und Kohlentetrachlorid, 
ziemlich leicht auch in Benzol und Xylol, schwer dagegen in Alkohol. Das 
Umkristallisieren geschieht am vorteilhaftesten aus Essigather, woraus sich 
die Saure als bleichgelbe Tafeln mit dem Schmelzpunkt 184° gewinnen lasst. 
KarRRER (1919) fiihrt als wahrscheinliche Strukturformel der Filixsaure die 
nachstehende der zwei von BoEHM vorgeschlagenen Formeln an: 


H,C CH, CH, 
<i | 
c C 
a lis 
HO.C ¢. OH HO.C ee) 
| | |S 
a 
CACO. C S OE Cc C. COC,H, 
Nee Brad 
c fe 
O fe) 
we 
eS 
HO.C Cc. OH 
C,H,Cco.c c 
Rae 
Cc 
OH 


Filixsaure 
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Mikrochemie. Sublimation unter Normaldruck ergab nach dem Schmelzen 
tropfige bis undeutlich kristallinische Sublimate (Abb. 24), die, mit einem 
Tropfen Alkohol behandelt, nadelférmige Kristalle lieferten (Abb. 22). Wurden 
diese ahnlich wie beim Aspidin auf dem Objekttrager mit Alkohol gewaschen, 
so ergab sich fiir sie der Schmelzpunkt 142°. Die Schmelze erstarrte bei Ab- 
kiihlung wieder kristallinisch zu kleinen, spitzen Nadeln. Dieser Umstand 
wie auch das Aussehen der Kristalle war wohl dahin zu deuten, dass man es 
mit Albaspidin zu tun hatte. Diese im ersten Augenblick iiberraschende Be- 
hauptung findet indessen ihre Erklarung darin, dass das Albaspidinmolekiil 
im Filixsauremolekiil enthalten ist, wie aus einem Blick auf die Formel her- 
vorgeht, weshalb man sich seine Abspaltung von demselben bei Erhitzung 
leicht denken kann. BorHM (1901 c) hat nachweisen kénnen, dass Albaspi- 
din beim Kochen von Filixséure mit Alkohol gebildet wird. Die angefiihrte 
Strukturformel der Filixsaure lasst sich wohl in diesen Gedankengang einfiigen, 
kaum aber die andere von Boehm vorgeschlagene Formel. Auch der hiéchste 
gemessene Schmelzpunktwert, 142°, spricht keineswegs gegen diese Vermutung 
(der Schmelzpunkt des Albaspidins ist, wie oben angefiihrt, 149°), wiewohl 
freilich der richtige Wert nicht erzielt werden konnte. 

Die Sublimationsversuche ergaben also, dass die Filixsaiure bei der Erhit- 
zung zerfallt, wobei Albaspidin gebildet wird. 

Sublimation im Vakuum lieferte das gleiche Resultat wie Sublimation unter 
Normaldruck. Die Filixsaure zerfallt also auch beim Erhitzen im Vakuum, 
was eigentlich nicht befremdet, ist doch dieser Stoff wahrscheinlich der un- 
bestandigste von allen Phlorogluzinderivaten der Filixdroge. 


5. Aspidinol. 


Das Aspidinol lost sich im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Phloro- 
gluzinderivaten schon bei gewohnlicher Zimmertemperatur in Alkohol. Es 
lasst sich am leichtesten aus Benzol oder Xylol umkristallisieren und wird 
dabei aus konzentrierter Lésung bei schneller Ausscheidung in Form von 
langen, farblosen, haarfeinen, ineinandergeschlungenen Faden, bei langsamem 
Auskristallisieren wiederum in Form von dicken blassgelben Prismen oder 
Tafeln gewonnen. Ferrichloridlésung farbt die Alkohollésung intensiv schwarz- 

Der Schmelzpunkt des Aspidinols wurde friiher von Borum (1897) mit 
443° angegeben. Denselben Wert erhielt nach ihm auch Hausmann (1899). 
In einer spateren Veréffentlichung korrigiert jedoch Boehm (1901 b) seinen 
eigenen Wert und gibt nun als Schmelzpunkt des Aspidinols 156°—161° an mit 
der Bemerkung, dass minimale Verunreinigungen den Schmelzpunkt um ein 
Dutzend Grade herabdriicken kénnen. Ich erhielt bei meinen Bestimmungen 

3 
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gewohnlich den Wert 143°. Nach wiederholtem sorgfaltigem Umkristallisieren 
aus Benzol ergab sich schliesslich 152° als héchster Wert fiir das Aspidinol. 
Das Aspidinol ist seiner Zusammensetzung nach das einfachste von allen 
natiirlich vorkommenden anthelmintischen Phlorogluzinderivaten, indem es 
nur einen einzigen Phlorogluzinring enthalt. Boehm (1903 a) gibt der Struktur- 


formel folgende Form: 


OH 
Aspidinol 


Das Aspidinol ist unter den kristallinischen Filixstoffen als einziger auch 
synthetisch dargestellt worden (KARRER & WipMER 1920; RoBERTSON & 
SANDROCK 1933). Erstere geben als Schmelzpunkt des synthetischen Produktes 
140°—141° an, wahrend Robertson & Sandrock den Wert 143° gefunden 
haben. Bei der Schmelzpunktbestimmung einer natiirlichen Aspidiaolprobe, 
die Karrer von Boehm erhalten hatte, ergaben sich Werte zwischen 145° und 
156°. 

Mikrochemie. Das Aspidinol lést sich auf dem Objekttrager bei Zusatz 
von Alkohol ohne Erhitzung und kristallisiert erst nach Verfliichtigung des 
Lésungsmittels als kristallinische Masse am Deckglasrand aus. Bei Zugabe 
von Semikarbazidreagens (2 g Semikarbazidhydrochlorid + 18 g 5 % Ammo- 
niak) zu einer Ammoniaklésung von Aspidinol bildeten sich nach 10—15 Mi- 
nuten charakteristische Nadelbiischel (Abb. 23). Jede entsprechende Behand- 
lung der iibrigen untersuchten Filixstoffe auf dem Objekttrager fiel negativ 
aus. Die Reaktion war also fiir das Aspidinol spezifisch. 

Bei der Mikroschmelzpunktbestimmung konnte beobachtet werden, dass 
die Aspidinolnadeln von etwa 120° an in eine andere Kristallform, charak- 
teristische quadratische bis rektangulare Tafeln bzw. Stabchen (Abb. 24), 
iibergingen. Die Substanz schmolz bei 152°, und die Schmelze erstarrte nach 
der Abkiihlung wieder kristallinisch zu konzentrisch angeordneten Kristall- 
schuppen (Abb, 25). Diese reprasentierten augenscheinlich eine neue Kristall- 
form, denn die Schmelzpunktbestimmung ergab jedesmal einen genau vier 
Grade niedrigeren Wert als den urspriinglichen, d. h. 148°. 
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Nach den neuesten Untersuchungen von KoFLEr (1934) hat es sich erwiesen, 
dass eine tiberraschend grosse Anzahl von organischen Stoffen in verschiedenen 
polymorphen Modifikationen mit abweichender Kristallform und divergieren- 
dem Schmelzpunkt auftritt. Diese sind frither itbersehen worden, weil nach 
Kofler die verschiedenen Formen bei der Makroschmelzpunktbestimmung 
durch die gegenseitige Berithrung der Kristalle bei der Erhitzung stets in ein 
und dieselbe Kristallform iibergehen. Besonders durch Sublimation eines 
Stoffes lassen sich jedoch seine verschiedenen Modifikationen im Sublimat 
gewinnen, wo der Mikroschmelzpunkt der einzelnen Formen bestimmt werden 
kann, weil die Kristalle hier licht verteilt liegen und einander nicht durch gegen- 
seitige Beriihrung beeinflussen kénnen. 

Mtkrosublimation. Das Aspidinol sublimiert ohne Zerfall weit unter seinem 
Schmelzpunkt, von 100° an, unter Bildung von kristallinischen Sublimaten ver- 
schiedenen Aussehens (Abb. 26 und 27). Nach dem Schmelzen erhalt man 
meistens amorphe Sublimate mit vereinzelten Kristalltafelchen. 

Bei Zugabe von Alkohol zu den Sublimaten bildete sich nach Verdunsten 
des Alkohols eine starre Kristallmasse (Abb. 28), bei Zusatz von Ather und 
Verdunsten desselben ineinandergeschlungene Faden. Ein Versuch mit dem 
oben erwahnten Semikarbazidreagens ergab die eben beschriebenen Kristall- 
formen (Abb. 29). Bei der Mikroschmelzpunktbestimmung der Sublimatkristalle 
bildeten sich bei erreichten 120° die oben beschriebenen quadratischen Kristalle, 
die dann bei 143°—152° wieder schmolzen. 


6. Phloraspin. 


Dieses Phlorogluzinderivat ist in den meisten organischen Losungsmit- 
teln nur schwer léslich, lé6st sich aber in Azeton und Chloroform. Ferrichlorid- 
lésung farbt die Losung braunrot. 

Schmelzpunkt 244°. Strukturformel nirgends angegeben, Borum (1903 d) 
nennt die Bruttoformel C,,H,,Os. 

Mikrochemie. Als fiir das Phloraspin kennzeichnend wurde beobachtet, 
dass es beim Erhitzen bis zur Schmelze zerfiel, so dass ein blutrot gefarbtes 
Produkt gebildet wurde. War die Substanz nicht ganz rein, so trat die Rot- 
farbung schon bedeutend unterhalb des Schmelzpunktes ein. 

Mikrosublimation. Bei Normaldruck nach dem Schmelzen nur Spuren von 
Sublimatbildung, und auch im Vakuum fiel das Resultat nicht besser aus. 
Dies mag im ersten Augenblick seltsam erscheinen, lasst sich aber vermut- 
lich auf die Weise erklarén, dass der hohe Schmelzpunkt eine so starke Erhitzung 
fordert, dass es dabei zu einem weitgehenderen Zerfall als bei den anderen 
untersuchten Stoffen kommt. 
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C. Versuch zum Nachweis der in den entsprechenden Drogen natiirlich 
vorkommende Phlorogluzinderivate durch Mikrosublimation. 


Diese Versuche sind ausgefithrt worden, um Verfahren zum mikroche- 
mischen Nachweis der im vorhergehenden beschriebenen natiirlichen Phloro- 
gluzinderivate in ihren Mutterpflanzen ausfindig zu machen. Bisher sind 
namlich einschlagige Angaben in der Literatur ausserst sparlich vorhanden. 

RoseNDAHL (1911) hat in einem Vortrag in der Schwedischen Arztegesell- 
schaft beziiglich des Nachweises verschiedener Phlorogluzinderivate im Ather- 
extrakt von Dryobteris spinulosa und D. austriaca gewisse Angaben gemacht, 
die vom Standpunkt des Vorliegenden Interesse beanspruchen. Uber das 
Extrakt der erstgenannten Art sagt er, dass es nach der Beseitigung des Athers 
teils kleine nadelférmige, freiliegende Kristalle, teils farblose und graugelbe, 
rundliche Kristallanhdufungen von verschiedener Grésse (Albaspidin und 
Flavaspidsaure) ausscheidet; bei D. austriaca-Extrakt wiederum bilden sich nach 
Rosendahl nach Verfliichtigung des Athers teils kleine nadelférmige Kristalle, 
teils bis 3.cm lange, rechteckige, diimne und freiliegende oder zu Biindeln 
zusammengefasste Kristallblattchen. (Aspidinin.) Die Art der Identifizierung 
dieser im Extrakt auftretenden Kristalle wird vom Autor nicht angegeben, aber 
der Umstand, dass das Aspidin nicht genannt wird, wirkt einigermassen be- 
fremdend, da es ja als das. in den genannten Extrakten am reichlichsten 
vorkommende von allen Phlorogluzinderivaten mit grésster Wahrscheinlichkeit 
unter den auskristallisierten Substanzen zu finden sein miisste. —- Rosendahl 
macht diese Angaben als vorlaufige Mitteilung iiber eine gréssere Untersuchung, 
von der jedoch spater nichts veréffentlicht worden sein diirfte. 

Das gleiche Thema hat Karma (1938 a) in seiner Arbeit. »Rhizoma filicts- 
rohdoksen mikroharmeista» behandelt. Es. werden die Mikrosublimate fol- 
gender Farnarten beschrieben: Dryofteris filix mas, D, spinulosa, D. austriaca, 
Athyrium filix femina, Pteris aquilina und Onoclea struthiopteris. Die drei 
erstgenannten Arten ergaben reich ausgebildete kristallinische Mikrosubli- 
mate, wobei beobachtet werden konnte, dass sich. das Mikrosublimat von 
Dryopteris filix mas wesentlich von dem der beiden anderen Dryopteris-Arten 
unterschied, die sich hinwieder in dieser Beziehung weitgehend glichen; Auf 
Grund der Schmelzpunktbestimmung der Sublimatkristalle nahm ‘Karma an, 
dass diese bei D. filix mas aus Aspidinol, bei den beiden anderen Arten még- 
licherweise aus irgendeinem Spaltungsprodukt des Aspidins gebildet waren. 
Da die reinen Phlorogluzinderivate dem Autor nicht zuganglich waren, konnte 
er nicht die Richtigkeit dieser Vermutungen an Hane ‘kontrollierender Subli- 
mationsversuche nachpriifen. ee 

Auf Grund meiner im vorhergehenden ieee octal Sublimationsversuche 
wat nun zu erwarten, dass es méglich sein wiirde, nach diesem Verfahren Alb- 
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aspidin und Aspidinol durch Sublimation unter Normaldruck in Farnrhizomen 
mit einem Gehalt an diesen Stoffen sowie Filixsaure als Albaspidin in filix- 
sdurehaltigen Rhizomen nachzuweisen. Und bei Heranziehung der Vakuum- 
sublimation war femer anzunehmen, dass Aspidin und Flavaspidsaure in die 
Sublimate solcher Arten, die einen Gehalt an diesen Substanzen aufweisen, 
tibergehen wiirden und so ebenfalls zu ermitteln waren. 

Folgende einheimischen Famarten, die nach der einschlagigen Literatur 
verschiedene Phlorogluzinderivate enthalten, wurden in diesem Sinne einer 
Priifung unterzogen: Dryopteris spinulosa, D. austriaca, D. filix mas, D. cristata 
und Athyrium filix femina. 


1. Dryopteris spinulosa. 


Die Droge enthalt, wie aus dem Obigen hervorgeht, Aspidin, Albaspidin, 
Flavaspidséure, Aspidinol und Phloraspin. 

Der Untersuchung liegen folgende Proben der Droge zugrunde: 

1. Perna, 6. VII. 1938; nach einjahriger Aufbewahrung untersucht. — 
2. Helsingfors, Degeré, 2. X. 1938; ebenso. — 3. Helsingfors, Munksn4s, 25. V. 
1941; frisch und nach einjahriger Aufbewahrung untersucht. — 4. Perna, 
4. V1. 1942; frisch untersucht. — 5. Munksnas, 30. V. 1942; ebenso. 

Sowohl die getrockneten als die in frischem Zustand untersuchten Pro- 
ben ergaben bei der Sublimation abnliche kristallinische Sublimate. Diese 
wurden von 150° an gebildet, und ihre Form wechselte von kurzen, geraden 
Nadeln bis zu ineinandergeschlungenen fadenformigen Gebilden bzw. breiteren 
Bandern (Abb. 30—32). In bezug auf den Formenreichtum wie auch auf das 
Aussehen im iibrigen bestand eine unverkennbare Ubereinstimmung mit den 
entsprechenden Abbildungen bei Karma (1938 a). 

Bei etwa 200° bildeten sich gelbe, alsbald kristallinisch erstarrende Tropfen 
(Abb. . 33). 

Betrachtet man die Sublimatbilder der Droge und vergleicht sie mit den 
entsprechenden Bildern fiir Aspidinol und Albaspidin, so erlauben sich keine 
sicheren Schliisse iiber das Vorkommen bzw. Fehlen der beiden genannten 
Stoffe in den Sublimaten. 

Bei Zugabe von Alkohol lésten sich die Kristalle augenblicklich, abge- 
sehen jedoch von den bei 200° gebildeten, die sich anscheinend teilweise lésten 
und zerbarsten und einen undeutlichen kristallinischen Niederschlag hinter- 
liessen, fiir den nach Waschen mit Alkohol der Schmelzpunktwert 147° gemessen 
wurde. Bei Abkithlung erstarrte die Schmelze wieder kristallinisch, was ganz 
offensichtlich auf Albaspidin hinwies. Deutlich ausgebildete Albaspidinkristalle 
konnten nur schwer gewonnen werden. Auch nach der Resublimation ging 
es nicht besser; da sich aber das Albaspidin, wie gleich zu zeigen sein wird, 
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mit Leichtigkeit im Vakuumsublimat feststellen liess, wurden keine weiteren 
Versuche zu dessen Nachweis in den Sublimaten unter Normaldruck vor- 
genommen., 

Die bei niedriger Temperatur erzielten Sublimate ergaben bei der Resubli- 
mation bei 100° ineinandergeschlungene, fadenférmige Kristalle, die bei der 
Schmelzpunktbestimmung bei etwa 400°—120° sublimierten oder schmolzen; 
ein genauer Schmelzpunkt konnte fiir sie nicht ermittelt werden. In besonders 
kristallreichen Resublimaten erhielt man bei der fiir die Schmelzpunktbestim- 
mung vorgenommenen Erhitzung von 120° ab deutliche Aspidinolkristalle, 
fiir die als héchster Schmelzpunktwert 140° gemessen wurde (Abb. 34). Der 
tichtige Schmelzpunkt des Aspidinols war also nicht aufzufinden, die Identitat 
des Stoffes konnte aber weiterhin durch Zusatz von Semikarbazidreagens 
bestatigt werden, wobei sich nach etwa 15 Minuten zarte Nadelbiischel am 
Deckglasrand bildeten (Abb. 35). 

Bei der Vakuumsublimation (etwa 10 mm Vakuum) trat Sublimatbildung 
von 150° an ein. Die tropfigen Sublimate zeigten auch nach eintagigem Ste- 
hen nicht die bei Normaldruck erhaltenen Sublimatbilder. Bei Zusatz von 
Alkohol bildeten sich alsbald dem blossen Auge sichtbare weisse Flecken, 
die sich bei mikroskopischer Betrachtung als Anhaufungen von kleinen schar- 
fen Nadeln oder Drusen erwiesen (Abb. 36). Diese ergaben nach Waschen 
mit Alkohol den Schmelzpunktwert 149°. Der Schmelzpunkt und die Kristall- 
form stimmten also mit denen bei Albaspidin iiberein; eine weitere Bestati- 
gung ergab sich dadurch, dass die Schmelze nach der Abkiihlung wieder 
kristallinisch erstarrte. 

Ausser diesen bei Alkoholzusatz entstandenen Albaspidinkristallen bil- 
deten sich in den Vakuumsublimaten bei Zugabe von Alkohol nach etwa 
30 Minuten schén entwickelte grosse Kristalldrusen (Abb. 37), die nach 
Waschen mit Alkohol den Schmelzpunkt des Aspidins, 124°, aufwiesen. 
Diese Aspidinkristalle sind nicht in jeder Hinsicht denjenigen gleich, die 
bei der Vakuumsublimation von Aspidin erhalten wurden, das abweichende 
Aussehen kann aber dadurch erklart werden, dass sie bei langsamem Aus- 
kristallisieren in verdiinnter Lésung und nicht augenblicklich, wie in den 
reinen Aspidinsublimaten, entstanden waren. 

Flavaspidséure konnte in diesen Vakuumsublimaten trotz wiederholter 
Versuche nicht nachgewiesen werden. Méglicherweise wirken die iibrigen 
Bestandteile der Droge dahin, dass die Flavaspidsaure bei der Erhitzung 
zerfallt. Das Aspidinol war dadurch eigentiimlich, dass es sich bei Sublima- 
tion unter Normaldruck viel leichter als bei Vakuumsublimation feststellen 
liess, 

Die Sublimationsversuche mit Dryopteris spinulosa geben also zu erkennen, 
dass das Aspidinol durch Sublimation unter Normaldruck sowie durch Zusatz 


= — 
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von Semtkarbazidreagens oder Erhitzung der bet 100° erhaltenen Resublimate 
auf 130° nachgewiesen werden kann. Aspidin wie auch Albaspidin ergeben 
sich durch Behandlung der Vakuumsublimate mit Alkohol. 

In den meisten Proben liess sich das Aspidin auf die oben angefiihrte Art 
nachweisen. Noch sichrere Resultate lieferte das folgende Verfahren. 

Etwa 5 g der getrockneten oder 20 g der frischen Droge wurden nach dem 
Verfahren auf §. 17 unter zeitweiligem Umriihren mit 2 g MgO und 500 g 
Leitungswasser behandelt und iiber Nacht stehengelassen. Dann wurde 
abfiltriert und dem klaren, roten Filtrat verdiinnte Salzsdure zugetrépfelt, 
bis saure Reaktion eintrat. Den dabei entstandenen volumindsen, fleisch- 
farbenen Niederschlag liess man zu Boden sinken, wonach er durch ein klei- 
nes Filter abfiltriert und mit destilliertem Wasser gewaschen wurde. Nach 
Trocknung bei gewéhnlicher Zimmertemperatur wurde der Niederschlag mit 
Hilfe einer Rasierklinge vom Filter abgekratzt und unter vermindertem Druck 
(etwa 10 mm) bei etwa 160° sublimiert. Bei Zugabe von Alkohol bildeten sich 
in den Sublimaten fast unmittelbar reichliche Aspidinkristalle (Abb. 38) 
und dicht zusammengehaufte kleine Kristalle von Albaspidin, die sich nach 
Waschen mit Alkohol mit Hilfe des Schmelzpunktes identifizieren liessen. 
Die Aspidinkristalle hatten hierbei, in konzentrierter Lésung rasch auskristal- 
lisiert, ein etwas anderes Aussehen als die oben beschriebenen, bei direkter 
Vakuumsublimation des Drogenpulvers gewonnenen Kristalle. 

Aspidin und Albaspidin konnten nach dem obigen Verfahren auch ohne 
Mikrosublimation nachgewiesen werden, wobei der mit Salzséure entstandene 
Niederschlag nach der Trocknung mit Ather durchgeschiittelt wurde. Nach 
Verdunsten des Athers wurde der Riickstand mit etwas Alkohol verrieben. 
In dem dabei gebildeten Niederschlag waren sowohl Aspidin als Albaspidin 
mikroskopisch nachweisbar, ersteres in aspidinreichen Drogen schon in Trocken- 
proben von 2 g. 


2. Dryopteris austriaca. 


Die Droge enthalt, wie frither bereits dargestellt wurde, Aspidin, Albaspi- 
din, Aspidinin, Flavaspidsdéure, Aspidinol und Phloraspin. 

Die Versuche wurden mit folgendem Material ausgefiihrt: 

4.. Uber 20 Jahre alte Proben des Pharmazeutischen Instituts. — 2. 
Munksnas, 14. VI. 1938; untersucht nach einjahriger Aufbewahrung. — 
3. Perma, 15. VII. 1938; ebenso. — 4. Ebendort, 5.VIII.1938; frisch und 
nach zweijahriger Aufbewahrung untersucht. — 5. St. Johannes (Karelische 
Landenge), 8. X. 1941; untersucht nach einjahriger Aufbewahrung. — 6. M6- 
landet, im Nylandischen Scharenhof, 14. VI. 1942; frisch untersucht. — 
7. Perna, 4. VI. 1942; ebenso. 
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Bei Sublimation unter Normaldruck ergaben sich mit Dryopteris sprnulosa 
vollig itbereinstimmende Sublimatbilder (Abb. 39—41). Nachweis von Aspi- 
dinol wie dort mittels Semikarbazid oder Erhitzung der Resublimate auf 
130° (Abb. 42 und 43). 

Auch die Vakuumsublimate fielen wie bei D. spinulosa aus. Aspidin und 
Albaspidin waren mit Hilfe des oben beschriebenen Verfahrens leicht nach- 
weisbar (Abb. 44—46). 

Aspidin liess sich ausser in den frischen auch in den ein- und zweijahrigen 
Proben, nicht aber in den alten Proben des Pharmazeutischen Instituts 
feststellen. Albaspidin und Aspidinol ergaben sich in samtlichen Proben. 
Flavaspidsaure konnte trotz wiederholten Versuchen auch bei dieser Art 
nicht in den Vakuumsublimaten nachgewiesen werden. Auch fiir das Aspidinol 
gilt dasselbe wie oben bei D. sfinulosa, indem es nur ausnahmsweise in den 
Vakuumsublimaten zu finden war. 


3. Dryopteris filix mas. 


Die Droge enthalt, wie bereits angegeben, Filixsdure, Albaspidin, Flav- 
aspidséure, Aspidinol und Phloraspin. 

Folgende Proben wurden untersucht: 

1. Uber 20 Jahre alte Proben des Pharmazeutischen Instituts. — 2. Eine 
8 Jahre alte Probe aus Lahtis. — 3. Molandet, 23. V. 1942; frisch untersucht. 
— 4. Munksnas, 2. VI. 1941; frisch und nach einjahriger Aufbewahrung unter- 
sucht. 

Die frischen und die einjahrigen Proben lieferten bei der Sublimation 
unter Normaldruck nur sparliche Kristalle in Form von geraden Nadeln, die 
beiden erstgenannten alten Proben hingegen ergaben reichentwickelte kristalli- 
nische Sublimate, die aber nicht den gleichen Formenreichtum wie die der 
beiden vorhergehenden Dryofteris-Arten aufwiesen, sondern nur aus geraden, 
teilweise zusammengeflossenen Nadeln bestanden (Abb. 47 und 48). 

Bei ugf. 200° bildeten sich gelbe Tropfen, die kristallinisch zu dickeren 
Kristallgebilden erstarrten. 

Bei Zugabe von Alkohol lésten sich die Kristalle sogleich ausser den bei 
hoherer Temperatur gewonnenen, die sich wie die entsprechenden Kristalle 
bei D. spinulosa verhielten und also augenscheinlich aus Albaspidin be- 
standen. 

Die bei niedrigerer Temperatur erhaltenen Sublimate wurden bei 100° 
resublimiert unter Bildung von geraden Kristallnadeln, die bei der Schmelz- 
punktbestimmung bei 4130°—140° sublimierten oder schmolzen. Der 
héchste gemessene Schmelzpunktwert war 143°. Bei ugf. 120° gingen die 
Kristalle in die fiir Aspidinol kennzeichnende ‘Tafelform iiber (Abb. 49). 
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Mit Semikarbazid bei Sublimaten und Resublimaten positive Reaktion auf 
Aspidinol (Abb. 50). 

Bei Vakuwmsublimation bildeten sich bei 160° tropfige Sublimate, die mit 
Alkohol Albaspidinkristalle lieferten (Abb. 51). Schmelzpunkt 148°. Diese 
Kristalle waren am leichtesten aus den alten Proben zu gewinnen, wurden aber, 
obwohl sparlich, auch in den frischen Proben bei Zusatz von Alkohol gebil- 
det. Flavaspidsdure war nach wie vor nicht nachweisbar, vom Aspidinol 
gilt dasselbe wie bei den vorhergehenden Arten. 

Wie aus den Untersuchungen hervorgegangen sein diirfte, bestehen die 
Kristalle der unter Normaldruck erhaltenen Sublimate sowohl von Dryopteris 
filtx mas als von D. spinulosa und D. austriaca aus Aspidinol, in bei héherer 
Temperatur gewonnenen Sublimaten mit Beimischung von Albaspidin. Dieser 
Umstand erscheint recht bedeutsam, wenn man sich vergegenwdrtigt, dass 
die Sublimatbilder von D. filix mas und den beiden zuletzt genannten Dryop- 
teris-Arten so stark voneinander abweichen, dass sie sich, wie KARMA (1938 a) 
bereits gezeigt hat, als Hilfsmittel bei der Trennung der Filix mas-Droge 
von den beiden anderen Arten verwenden lassen. Reich entwickelte kristalli- 
nische Sublimate wurden bei D. spinulosa und D. austriaca sowohl aus frischem 
wie aus altem Drogenpulver erhalten, wahrend dies bei D. filix mas augen- 
scheinlich nur bei alteren Proben der Fall ist. 


4. Dryopterts cristata. 


Diese Art enthalt nach MaiziTE (1938, 1942) Albaspidin und Flavaspid- 
saure, doch ist auch das Vorkommen von anderen Phlorogluzinderivaten 
anzunehmen. 

Das Material: Eine am 23. V.1942 in Perna eingesammelte Probe, frisch 
und in getrocknetem Zustand untersucht. 

Sublimation unter Normaldruck ergab reich entwickelte kristallinische Subli- 
mate, die in bezug auf ihren Formenreichtum an diejenigen von Dryopteris 
spinulosa und D. austriaca erinnerten (Abb. 52 und 53). Bei Zusatz von 
Alkohol lésten sich die Kristalle. Semikarbazid ergab die fiir Aspidinol 
kennzeichnenden Kristallbilder (Abb. 54). Bei der Resublimation bei 100° 
bildeten sich Kristalle, die beim Erhitzen auf 120° im Schmelzpunktapparat 
in Aspidinoltafeln. itbergingen (Abb. 55). D. cristata enthalt somit auch 
Aspidinol, was bisher in der Literatur nicht angegeben ist. 

Vakuumsublimation ergab auch hier tropfige Sublimate, die bei Zusatz 
von Alkohol Albaspidinkristalle ausschieden (Abb. 56). Schmelzpunkt 148°. 
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5. Athyrium filix femina. 


Nach HausMANN (1899) enthalt das Rhizomextrakt von Athyrium filix 
femina Filixsaure (2%) und Flavaspidsdure (1.8 %). Wie jedoch aus dem 
Nachstehenden hervorgeht, muss diese Angabe bezweifelt werden. 

Das Untersuchungsmaterial: 

1. Drei Jahre alte Probe aus Perna (eingesammelt i. J. 1938). — 2. Pema, 
15. VI. 1942; frisch und in getrocknetem Zustand untersucht. 

Diese Proben ergaben bei Sublimation unter Normaldruck nur amorphe 
Sublimate, in denen sich bei Zusatz von Alkohol oder Semikarbazidreagens 
keine Kristalle bildeten. 

Die Vakuumsublimate waren gleichfalls amorph oder tropfig. Bei Zugabe 
von Alkohol konnten keine Kristalle beobachtet werden, die auf das Vorkom- 
men von Albaspidin oder Flavaspidsaure in den Sublimaten hingedeutet 
hatten. 

Die Mikrosublimation lieferte also keine Anhaltspunkte fiir den Nachweis 
von Phlorogluzinderivaten in der Athyrium filix femina-Droge. Dieser Befund 
steht in vollem EKinklang mit dem vorher angegebenen und von alteren Autoren 
hervorgehobenen Fehlen innerer sekretfiihrender Haare bei der Droge. Gegen- 
iiber diesen Tatsachen muss die Angabe von Hausmann iiber das Vorkommen 
von Filix- und Flavaspidsaure in der Droge mindestens als zweifelhaft betrach- 
tet werden. Damit dieses Vorkommen méglich sei, miisste man annehmen, 
dass die Phlorogluzinderivate nicht in die inneren Sekrethaare, sondern 
anderswohin im Zellgewebe verlegt seien. Es diinkt jedoch unwahrschein- 
lich, dass sie bei dieser Art anders angebracht waren als bei den anderen 
untersuchten Arten. 


VI. Physiologische Wirkung der natiirlichen Farnbestandteile. 
A. Friihere Untersuchungen iiber die Wirkung der Filixdroge. 


Die Frage, durch welchen bzw. durch welche Stoffe die Wirkung der 
anthelmintischen Farnrhizome bedingt wird, ist seit geraumer Zeit lebhaft 
diskutiert worden, ohne dass in derselben heute schon endgiiltige Klarheit 
erlangt ware. Im Gegenteil darf man wohl sagen, dass Rhizoma Filicis nach — 
wie vor zu den Pflanzendrogen unserer Pharmakopée gehért, die in bezug 
auf ihre wirksamen Substanzen und deren Zusammensetzung in den Rhizomen 
vorlaufig noch als relativ unklar gelten miissen. 

Hs herrscht aber schon seit langem die Ansicht, dass das wirksame Prinzip 
der Droge in den in ihr enthaltenen Phlorogluzinderivaten, d.h. in denjeni- 
gen sauren Bestandteilen zu suchen ist, die einen wichtigen Teil des sog. 
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Rohfilizins bilden. Wie aus der obigen Darstellung ersichtlich geworden ist, 
ist eine Mehrzahl dieser Stoffe bekannt und beschrieben. Geht man also 
davon aus, dass eben diese Phlorogluzinderivate die wirksamen Bestand- 
teile der Droge ausmachen, so folgt daraus, dass Unterschiede sowohl im 
quantitativen als im qualitativen Gehalt der Droge an diesen Stoffen unbe- 
dingt auch entsprechende Unterschiede in der Wirkung der Droge herbei- 
fiihren miissen. Das Problem von der Wirkung der Filixdroge hat sich auch 
als hochgradig verwickelt erwiesen, und in der Literatur sind einander wider- 
sprechende Behauptungen und Ansichten nicht schwer zu finden. 

Wie bereits in der Einleitung hervorgehoben wurde, war man friiher der 
Ansicht, dass im Herbst eingesammelte Wurzelstécke das wirksamste Extrakt 
lieferten — eine Auffassung, der man in pharmakognostischen Handbiichem 
auch heute noch begegnet und die sogar noch in manchen neuesten Pharmako- 
poen, wie in der schweizerischen, deutschen und schwedischen, wiederkehrt, 
trotzdem durch neuere Untersuchungen (KorLeER & MULLER 1930; Stamm 
1932; Carisson & BAckstRGm 1942; Maizrre 1942) im Gegenteil erwiesen 
sein diirfte, dass vielmehr die Sommerdroge die grésste Wirkungskraft besitzt. 

Die eingehendsten Untersuchungen iiber dieses Thema sind von MAmzITE 
ausgefiihrt worden, der die Resultate seiner Forschungen etwa folgender- 
massen zusammenfasst. Sdamtliche anthelmintisch wirkenden Farnrhizome 
liefern das ganze Jahr hindurch eine reichliche Extraktausbeute mit hohem 
Rohfilizin- bzw. Rohaspidingehalt und guter Wirkung. Am gréssten ist jedoch 
die Ausbeute in den Sommermonaten Juni und Juli, und in Ubereinstimmung 
damit erreicht auch der Rohfilizin- bzw. Rohaspidingehalt seinen héchsten 
Wert, was aber nicht zugleich auch eine erhéhte Wirkung zu bedeuten 
braucht. Die offizinelle Filix mas-Droge ist noch im September effektiv. 

Auch dem Standort ist friiher eine bestimmte Rolle hinsichtlich der Ef- 
fektivitat der Droge zugeteilt worden, indem den Gebirgsdrogen eine grés- 
sete Wirkung zugesprochen wurde als solchen Drogen, die im Tiefland ein- 
eingesammelt waren. Auch diese Auffassung hat bei spateren Untersuchungen 
keine Stiitze gefunden. 

Was den Einfluss der Aufbewahrung auf die Wirkung der Droge betrifft, 
haben die physiologischen Versuche von Wasicxy (1923, 1924), Stamm (1934), 
MaizitE (1942) u.a. gezeigt, dass den Rhizomen im Frischzustand optimale 
Wirkung zukommt, die bei der Trocknung und Aufbewahrung bedeutend 
abnimmt. 

Da es sich aber bei den Bestandteilen der Filixdroge um hocheffektive 
Stoffe handelt, die, in grésseren Dosen verabreicht, schadlich auf den mensch- 
lichen Organismus einwirken kénnen, wie die Literatur vielfach zu berichten 
weiss, und unter Umstanden sogar den Tod herbeizufiihren vermégen — auch 
aus unserem Lande sind Todesfalle bei Wurmkuren gemeldet worden —, 
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hat sich ein dringendes Bediirfnis nach einer Wertbestimmung der Droge 
geltend gemacht. 

4. Das alteste Bestimmungsverfahren, die Pharmakopéemethode, leitet sich 
von FRoMME her (nach TscurrcH 1923) und. ist in modifizierter Form in die 
meisten Pharmakopéen aufgenommen. Es baut auf dem Umstand, dass die 
Phlorogluzinderivate saure Phenolhydroxylgruppen enthalten, die mit Alka- 
lien unter Bildung von Salzen reagierer. Aus der alkalischen Lésung werden 
die Phlorogluziaderivate erneut mit Saure ausgefallt, mittels Ather aus der 
Wasserlisung extrahiert und nach Beseitigung des Athers als Rohfilizin 
gewogen, das das Starkemass der Droge angibt. Die sechste Auflage der 
finnischen Pharmakopée schreibt folgendes Bestimmungsverfahren fiir Extrac- 
tum filicis vor: »}.o ¢ Extrakt werden in 30.0 g Ather gelést und die Lésung 
einige Minuten lang mit 100 ml Bariumhydroxydlésung (3 + 97) im Scheide- 
trichter geschiittelt. In 82.0 g (= 4 g des Farmrhizomextraktes) der geklarten 
und separierten Wasserlésung werden 3 g Chlorwasserstoffsdure zugesetzt 
und die Mischung dreimal mit je 20 g Ather durchgeschiittelt. Die Ather- 
lésung wird in einen tarierten Messkolben filtriert und der Ather abdestilliert; 
der Riickstand muss nach Trocknung bei 100°—102° 1.c—1.12 g wiegen.» 

Nach den Kommentaren zu der neuesten Auflage der deutschen Phar- 
makopée ist die Bestimmung des Rohfilizingehalts in dieselbe aufgenommen 
worden, um ein Mittel zur Ausscheidung wirklich minderwertiger Droge oder 
zum Schutz der Droge vor fremden Beimischungen in der Hand zu haben; 
ausdriicklich wird aber darauf hingewiesen, dass das Verfahren kein Mass 
fiir die tenizide Wirkung der Droge liefert. Dass es aber in der Praxis denn- 
noch dazu gekommen ist, kann man aus sémtlichen pharmakognostischen 
Handbiichem ersehen. An dieser Auffassung, nach der der Rohfilizingehalt 
als Starkemass der Droge gelten soll, ist mit Recht scharfe Kritik geiibt 
worden. 

Die Rohfilizinbestimmung bietet jedoch, wenn sie auch den unge- 
fahren Wert des stark variierenden Gehaltes an Phlorogluzinderivaten andeu- 
tet, kein Mass fiir die tatsachliche tenizide Wirkung der Droge, da sie sich 
auf die Summe sdmtlicher sauren, dtherlislichen Bestandteile, also sowohl der 
wirksamen als der unwirksamen, bezieht. Diese Fehlerquelle hat man schon 
friiher zu umgehen versucht, indem man eine Messung des Filixsduregehaltes 
vorgeschlagen hat. Eine solche »Verbesserung» scheint indessen héchst zwei- 
felhaft, da in Frage gestellt werden kann, ob die Filixsaure iiberhaupt als 
witksamer als die anderen Bestandteile des Rohfilizins angesehen werden 
kénne. Drittens werden die in der Droge enthaltenen Phlorogluzinderivate 
bei langerem Lagern offenbar in einfachere und wahrscheinlich auch weniger 
wirksame Spaltungsprodukte iibergefiihrt, ohne dass damit eine entsprechende 
Abnahme des Totalgehaltes an Rohfilizin verbunden wire. Die Pharmakopée 
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warnt zwar vor langerer Aufbewahrung der Wurzelstécke, aber fiir das Extrakt 
findet sich keine entsprechende Vorschrift. Auch seine Wirkung nimmt 
jedoch mit der Zeit ab, wenngleich nicht in demselben Masse wie die der 
Droge; das ist durch die Untersuchungen von JaRETZzKY & PuNzEL (1938) 
und Matzirte (1942) deutlich erwiesen worden. 

2. Ein Bestimmungsverfahren, das sich gleichfalls auf den Phenolcharakter 
der Phlorogluzinderivate griindet, ist die von Poporr (nach CaRLsson & 
BACKSTROM 1942) ausgearbeitete kolorimetrische Wertbestimmungsmethode, 
die in modifizierter Form von Cartsson & BACKsTROM ausprobiert worden 
ist. Bei der Bestimmung werden die Phenole an mit HNO, diazotierte Sul- 
fanilsdure gekuppelt, wonach man den Extinktionskoeffizienten des intensiv 
gefarbten Kuppelungsprodukts im Kolorimeter bestimmt. Diesem Verfahren 
haftet offenbar der gleiche prinzipielle Fehler wie der Pharmakopéemethode 
an: Die Messung wird ohne Unterschied samtliche an das Diazoniumsalz 
der Sulfanilsdure kuppelbaren Substanzen betreffen, einerlei ob sie wirksam 
sind oder nicht. Wie die Autoren gezeigt haben, ergeben sich nach diesem 
Verfahren einerseits fiir das Filix mas- und anderetseits fiir das Spinulosa- 
bzw. Austriaca-Extrakt wesentlich verschiedene Werte, indem die Extink- 
tionskoeffizienten beim ersteren durchgehend héher liegen, und zwar, wie 
die Autoren angeben, darum, weil die Filixsdure, die den Hauptbestandteil 
des Filix mas-Extraktes ausmacht, einen bedeutend héheren Extinktions- 
wert besitzt als das Aspidin, das wiederum in den Sfinulosa- und Austriaca- 
Extrakten vorherrscht. 

Bei einer Droge wie Riizoma Filicis, bei der die wirksamen Substanzen 
aus einer Anzahl von Stoffen mit verschieden starker Wirkung aufgebaut 
sind und ausserdem in verschiedenen und variierenden Mengen auftreten, 
wird es jedoch wohl kaum moglich sein, durch eine chemische oder physika- 
lische Wertbestimmung zu einer exakten Auffassung von der Starke der Droge 
zu kommen. Darum ist man auch neuerdings bestrebt gewesen, diese Bestim- 
mungsverfahren durch eine Wertbestimmung auf physiologischem oder 
pharmakologischem Wege zu ersetzen. 

3. Das ideale Versuchsobjekt waren natiirlich bei einer solchen 6zolo- 
gischen Werthestimmungsmethode der wurmabtreibenden Farnrhizome die 
pathogenen Fingeweidewiirmer (die Taema- oder Bothriocephalus-Arten) selbst; 
da diese aber aus leicht verstandlichen Griinden schwer fiir derartige Versuche 
verfiigbar sind, ist man gezwungen gewesen, sich nach anderen geeigneten 
Versuchstieren umzusehen. SrrauB (1902) bediente sich zu dem Zweck der 
Regenwiirmer, in deren Segmente er verschieden stark verdiinnte Losungen 
des Farmextraktes injizierte. Spater anderte Yacr (1914) das Verfahren dahin 
ab, dass er die Versuchstiere in eine mit MgO bereitete Extraktlosung legte 
und dann beobachtete, wie rasch die Wiirmer in derselben starben. WasiIcKy 
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(1923, 1924) experimentierte mit Kleinfischen nach der Methode von Yagi. 
Auf Straubs Vorschlag wurde bei einer Konferenz zur Standardisierung der 
Arzneimittel im Vélkerbund im Jahre 1923 bestimmt, dass als Mass bei der 
physiologischen Wertbestimmung von Filix mas-Praparaten der gemeine 
Regenwurm, Lumbricus terrestris, verwendet werden sollte, und auf eine 
weiteren Sitzung in Genf im Jahre 1925 wurden auch Kleinfische (z. B. aus 
den Gattungen Gobio, Carassius, Scardinius) unter die zulassigen Versuchs- 
objekte aufgenommen. Spater sind auch andere Versuchstiere, wie Blutegel 
und Tubifexwiirmer, zu den betreffenden Zwecken herangezogen worden. 
Auf der durch diese Untersuchungen geschaffenen Grundlage baut sich die 
biologische Wertbestimmungsmethode von Wasicky (1924) folgendermassen 
auf. 

Man stellt aus dem Filixextrakt eine Lésung der wirksamen Substanzen 
her, indem man 1 g des zu untersuchenden Extraktes mit so viel MgO ver- 
reibt, dass ein trockenes Pulver entsteht (bei der Untersuchung des Rhizoms 
wird also zundchst das Atherextrakt zubereitet). Das Pulver wird in 20 ml 
destillierten Wassers kraftig durchgeschiittelt und 24 Stunden stehengelas- 
sen, Dabei lésen sich die Phlorogluzinderivate in Form von Magnesiumsalzen. 
Die Lésung wird filtriert, und aus dem Filtrat stellt man dann durch Ver- 
diinnung mit Wasser eine Reihe von Versuchslésungen in verschiedenen 
Konzentrationsabstufungen her. Von jeder Lésung kommen 100 ml in den 
Versuch, und zu einer jeden solchen Probe gibt man einen Fisch. Danach 
beobachtet man die Zeit, innerhalb deren die Fische in den Proben sterben. 
Als Titer gilt die Menge Filixextrakt, die binnen einer halben Stunde tédlich 
auf das Versuchstier wirkt. Als Standard- oder Testsubstanz schlagt Wasicky 
ein kristallinisches, von KARRER synthetisiertes Phlorogluzinderivat, das 
Phlorbutyrophenon, vor, das in Verdiinnung von 0.02—0.03 auf 100 die Ver- 
suchsfische binnen einer halben Stunde tétet. Dieses Verfahren ist spater 
von verschiedenen Autoren, u.a. von MarziTE (1942), modifiziert worden. 

Caritsson & BAcxstr6m (1942) empfehlen als Testsubstanz das leichter 
zugangliche Hexylresorzin. Sie haben auch durch Versuche mit Regenwiirmern 
zeigen k6énnen, dass die Kurve, die den Zusammenhang zwischen der relati- 
ven Hexylresorzindosis und dem Mortalitaétsprozent der Versuchstiere angibt, 
im grossen gesehen den gleichen Verlauf wie beim System Famextrakt / Regen- 
wurm hat. 

4. Stamm (1934) schlagt als Hilfsmittel fiir die Wertbestimmung der 
Filixdroge oder des Extraktes die Feststellung des Frischzustandes vor, und 
zwar von der Tatsache ausgehend, dass frische Droge eine optimale Wirkung 
entwickelt. Er will einer derartigen Wertbestimmung sogar eine grdssere 
Bedeutung beimessen als der biologischen. Wir méchten jedoch gegen eine 
solche Auffassung Einspruch erheben. Es ist nicht einzusehen, warum nicht 
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die biologische Methode imstande ware, ein Mass fiir die Starke der Droge 
abzugeben, keinesfalls tut es aber der »Frischzustand» der Droge, da frische 
Drogen in ihrer Wirkung bekanntlich weitgehend verschieden sein kénnen. 

5. Schliesslich ware noch eine héimolytische Wertbestimmungsmethode 
denkbar. JODLBAUER (1932) hat die hamolytische Wirkung des Filixextraktes 
naher untersucht und gefunden, dass dieselbe, in grossen Ziigen betrachtet, 
parallel mit der physiologischen verlauft, wie sie sich nach der biologischen 
Methode mit Regenwiirmern ergibt. Er konstatiert aber, dass das Verfahren 
gegentiber der biologischen Wertbestimmungsmethode keine Vorteile zu bie- 
ten vermag. 

Hs ist ausserst anregend, sich in die vergleichenden Untersuchungen zu 
vertiefen, die zwischen der chemischen oder der Pharmakopéemethode einer- 
seits und der biologischen Wertbestimmungsmethode andererseits ausgefiihrt 
worden sind. WasicKky (1923, 1924), der solche Parallelversuche zur Ermitt- 
lung des Zusammenhangs zwischen der Pharmakopéemethode und der bio- 
logischen Wertbestimmungsmethode angestellt hat, hat bei seinen Unter- 
suchungen keine gemeinsamen Beziehungen zwischen den Resultaten der 
beiden Methoden finden kénnen, im Gegenteil haben sich ganz betrachtliche 
Unterschiede ergeben. So haben sich z. B. Extrakte mit ungefahr gleich hohem 
Rohfilizingehalt in bezug auf ihre physiologische Wirkung als dermassen 
verschieden erweisen kénnen, dass das eine Extrakt das andere um das Zehn- 
fache an Starke iibertraf. Auch MazzrrEes (1943) Untersuchungen weisen 
in die gleiche Richtung. Der Rohfilizingehalt der Droge geht somit nicht paral- 
lel der physiologischen Wirkung, bestimmt nach der biologischen Methode. 
Wasicky fithrte seine Versuche mit kauflichen Extrakten aus. Die bereits 
6fters erwahnten schwedischen Forscher Cari~sson & BAckstTROm (1942) 
bedienten sich bei ihren Untersuchungen der Wurzelstécke als Primarmaterial 
und stellten das notige Extrakt selbst dar. Bei ihren mit diesem einheit- 
lichen Material nach der Pharmakopdemethode und der biologischen Wert- 
bestimmungsmethode ausgefiihrten Parallelversuchen hat es sich nun heraus- 
gestellt, dass dennoch ein intimer Zusammenhang zwischen dem Rohfilizin- 
gehalt und der phystologischen Wirkung besteht. Thre Resultate stehen m. a. W. 
in scharfem Widerspruch zu Wasickys und Maizites Versuchen und werden 
von ihnen ausschliesslich auf den Umstand zuriickgefiihrt, dass sie mit »be- 
kannten» Extrakten arbeiteten, wahrend sich die anderen Autoren einer 
in bezug auf ihre nahere Herstellungs- und Aufbewahrungsweise unbekannten 
Handelsware bedienten. Die Bestimmung des Rohfilizingehaltes als Wert- 
bestimmung der Droge oder des daraus gewonnenen Extraktes erscheint 
also berechtigt, wenn die Droge garantiert frisch oder das Extrakt erst vor 
kurzem zubereitet ist, wogegen dieses Verfahren bei langerem Lagern der 
betreffenden Objekte immer unzuverlassiger wird. In der Praxis lassen sich 
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diese Bedingungen bei fabrikmassiger Herstellung des Filixextraktes kaum 
erfiillen, Jedenfalls ist die von Wasicky empfohlene biologische W ertbestimmungs- 
methode neben der Rohfilizinbestimmung im Hinblick auf die Vorberettung 
einer neuen Auflage der Pharmakopée dringend notwendig. 

Da nun also alles darauf hindeutet, dass die wurmabtreibenden Higen- 
schaften der Farnrhizome den in denselben enthaltenen Phlorogluzinderi- 
vaten zuzuschreiben sind, gewahrt die getrennte Untersuchung der physio- 
logischen Wirkung der einzelnen aus den Wurzelstécken isolierten Phloro- 
gluzinderivate naturgemass ein besonderes Interesse. Die Untersuchungen, 
die in diesem Sinne ausgefiihrt worden sind, sind vor allem darauf ausgegan- 
gen, die Giftwirkung zu ermitteln, die diese Stoffe auf verschiedene Ver- 
suchsobjekte ausiiben. 

Die friiher erwahnten Forscher der Jahrhundertwende, Pouisson (1892, 
1895, 1898) und Boru (1897), fiihrten neben ihren bereits besprochenen 
Arbeiten auch vergleichende Untersuchungen iiber die physiologische Gift- 
wirkung der von ihnen dargestellten Fambestandteile aus. Poulsson gibt 
an, dass er sich bei seinen Versuchen einer mit Natriumkarbonat bereiteten 
schwach alkalischen Losung der Giftstoffe bediente, die er subkutan oder 
in das Blut seiner Versuchstiere injizierte. Er gibt die letale Dosis fiir die 
verschiedenen Filixstoffe bei Versuchen mit Fréschen zu 2 mg an; sie ist fiir 
samtliche von ihm gepriiften Stoffe, d.h. Filixséure, Aspidin (Polystichin), 
Albaspidin (Polystichalbin), Aspidinin (Polystichinin) und Flavaspidsaure 
(Polystichozitrin), die gleiche. 

Boehm kam bei seinen Versuchen zu Ergebnissen, die von denen Pouls- 
sons nicht wenig abweichen. Er injizierte eine gleichfalls mit Natriumkarbo- 
nat bereitete Losung von 41 auf 100 in den Lymphsack der Versuchstiere und 
erhielt so folgende Werte fiir die letale Dosis: | 


ASTUCIE” Soca. oes so sree eee 1—2 mg 
ASpidigin'h: Qu0. 2205 Renee 1—2 » 
Alhaspidin, i052 cuhontosee vehi 4—5 » 
Blavaspidsiute sc. schon eee 405» 


Aspidinol keine Wirkung. 


Straus (1902) hat die von Boehm isolierten Fambestandteile einem 
eingehenden Studium unterworfen, um den Zusammenhang zwischen 
ihrer physiologischen Wirkung und ihrer chemischen Konstitution zu er- 
mitteln. Wie eingangs angedeutet, sind die kristallinischen Phlorogluzin- 
derivate als Kondensationsprodukte von Buttersdure und verschiedenen 
Methylphlorogluzinen zu betrachten, und da die Buttersdure dabei keton- 
artig gebunden ist, kénnen sie als Ketobutyrophlorogluzine oder Phioro- 
gluzinbutanone aufgefasst werden. Das in allen genuinen Farnbestand- 
teilen am haufigsten vorkommende Phlorogluzin ist die Filizinsaure, 
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Diese obenerwahnten, bei alkalischer Abspaltung mit Zinkpulver entste- 
henden Spaltungsprodukte sind an und fiir sich physiologisch wirkungs- 
los. Erst beim Zutritt eines Buttersdurerestes z.B. zum Filizinsauremolekiil, 
wobei Filizinséurebutanon gebildet wird, gewinnt man eine Verbindung, 
bei der die die Filixstoffe kennzeichnende Giftwirkung angedeutet ist. Das 
natiirlich vorkommende, mit dem Filizinsdurebutanon isomere Aspidinol 
ist schon unverkennbar wirksamer. Doch erst wenn das Molekiil noch einen 
weiteren Phlorogluzinkemn enthalt, wie das z.B. bei Albaspidin und Flav- 
aspidsaure der Fall ist, wo zwei Filizinsdurebutanone miteinander gekuppelt 
sind, kommt die anthelmintische Wirkung zu ihrer vollen Geltung, um nach 
Straub ihren Héhepunkt bei der Filixséure mit deren drei Phlorogluzinkernen 
im Molekiil zu erreichen. 


Filizinsaure FilizinsA4urebutanon 


Aspidinol 
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Auf dieses Schema hat STRAUB seine bekannte These begriindet, dass die 
physiologische Wirkung der Farnbestandteile mit der Zahl der im Molekiil ent- 
haltenen Phlorogluzinkerne steigt. Diese Auffassung scheint sich in vielen 
pharmakognostischen Handbiichern zu wiederholen und ist anscheinend von 
Krarr (1904) vertreten worden, der im Filmaron den weitaus effektivsten 
von allen natiirlich vorkommenden Filixstoffen gefunden zu haben glaubte 
und es als eine bestimmte chemische Verbindung mit vier Phlorogluzinkemen 
im Molekiil deutete. Die Darstellungsweise des Stoffes wird von Kraft nir- 
gends angegeben, nach der chromatographischen Arbeit von FICHTER (1938) 
diirfte er aber heute als eine Mischung verschiedener Stoffe aufgefasst werden. 
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Zu seiner eben genannten These kam Straub beim Studium der physio- 
logischen Wirkung der untersuchten Famgifte auf freipraparierte Frosch- 
muskeln. Auf Grund dieser Versuche gibt nun Straub die Ordnungsfolge der 
Famstoffe nach steigender Toxizitat, wie folgt: 

Samtliche Phlorogluzine, Filizinséure, Butterséure: keine Wirkung, wirk- 
sam: Filizinséurebutanon < Aspidinol < Flavaspidséure < Albaspidin < 
Filixsaure. 

Diese Reihenfolge findet man aber nicht in Straubs anderweitigen Ver- 
suchen wieder. In HEFFTERS Handbuch der Pharmakologie (1920) gibt Straub 
die letale Froschdosis auf Grund eigener und fritherer Untersuchungen (BOEHM, 
POULSSON) gemass nachstehender Aufstellung an: 


ASD area ce ieee are 1 mg 
ASPIRIN AAS taditieionw, 2 sie 2 » 
PIR SSHOTES see ata os os 2 » 
Albaspidin’ 25 ican: si. 4» 
Flavaspidséure ........ 10 » 


In dieser Reihe finden wir z.B. das zwei Phlorogluzinkerne enthaltende 
Aspidin der »dreikernigen» Filixsaéure vorangestellt. 

Yacl (1914) erhielt bei seinen Regenwurmversuchen (siehe S. 45) folgende 
Werte fiir die letale Konzentration der von ihm untersuchten Farnbestand- 
teile: 


Jasebb Cente Gegno dagplec 0.0009 % 
AIDASPIGIN Asse aes a oe 0.0005 % 
PUASIVALON wee hey eee 0.0008 % 


Ein besonderes Interesse beanspruchen GRONBERGS (1935) Versuche mit 
Taenia von der Katze und Bothriocephalus latus vom Hund. Die Versuche 
wurden so ausgefiihrt, dass man Stiicke des Bandwurms in mit MgO bereitete 
Losungen der Giftstoffe brachte. Versuchstemperatur 37°. Folgende Werte 
der letalen Grenzkonzentration wurden erzielt: 


PWilizedunte...<.0.. 6.308 0.006 % 
MSPIGI Jose shes we 8 0.008 % 


Gegen STRAUBS These sprechen unzweideutig KarRERs (1949) interessante 
Versuche iiber die physiologische Wirkung synthetischer Phlorogluzinderi- 
vate. Es ergab sich namlich, dass die Wirkung bei Zusammenkuppelung 
von Phlorogluzinkernen im Gegenteil abnahm, so dass die am einfachsten 
gebauten, mit nur einem Ring versehenen Phlorogluzinbutanone wirksamer 
als die mit zwei Ringen ausgeriisteten waren. Es ist jedoch zu bemerken, 
dass die von Karrer synthetisierten Phlorogluzinderivate hinsichtlich ihrer 
Struktur nicht mit den natiirlichen identisch waren. 
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Unterzieht man die Giftwirkung der natiirlichen Phlorogluzinderivate, 
wie sie wns in den oben besprochenen Untersuchungen entgegentritt, einer 
vergleichenden Betrachtung, so findet man, dass die Ergebnisse der verschie- 
denen Autoren unter sich erheblich variieren. Dieser Umstand diirfte wohl 
seine Erklarung in den jeweils weitgehend verschiedenen Versuchsbedingungen 
finden. 
Bei meinen eigenen Versuchen wurde die biologische Wertbestimmungs- 
methode prinzipiell in ihrer oben (S. 46) nach Wasicxy dargestellten Form 
befolgt. 


B. Eigene Untersuchungen. 


1. Orientierende Versuche. 


In den Sommern 1940, 1942 und. 1943 wurden orientierende Versuche 
mit den von mir isolierten Farnbestandteilen durchgefiihrt, wobei ich deren 
Giftwirkung auf Wiirmer und Froschlarven studierte. Da die untersuchten 
Stoffe in ihrer Kigenschaft von freien Sauren wasserunléslich sind, miissen 
sie in Salzform iibergefiithrt werden, bevor die Versuchslésungen bereitet 
werden kénnen. Dies erfolgte durch Darstellung teils ihrer Magnesiumsalze, 
teils der Ammoniumsalze. Die Stammldésungen wurden folgendermassen 
zubereitet. 

1. 0.1 g der betreffenden Substanz wurde mit 3 g MgO und etwas Was- 
ser im MOrser verrieben, das Gemisch in einen Messkolben von 1 1 iibergefiihrt 
und bis zur Marke mit Leitungswasser verdiinnt. Danach liess man das Ge- 
misch unter zeitweiligem Schiitteln stehen und filtrierte nach 6 Stunden. 
Aus der so gewonnenen 0.01 %igen Stammldésung wurden danach die ver- 
schieden starken Versuchslésungen durch Verdiinnung mit Leitungswasser 
bereitet. 

2. 0.1 g des Stoffes wurde in einem Mérser in 5 ml 2.5 % NH, geldst 
und darauf mit Leitungswasser bis etwa 500 ml verdiinnt. Alsdann erfolgte 
die Neutralisation der erhaltenen Lésung durch Zutrépfelung von 5 % HCl 
(Lackmuspapier) und Verdiinnung mit Leitungswasser bis 1 Liter. Bereitung 
der Versuchslésungen wie oben mittels abpipettierter Mengen der 0.01 %igen 
Stammldsung in Leitungswasser. 

Wie aus dem Obigen hervorgeht, wurde bei der Bereitung der Stamm- 
lésungen nicht destilliertes, sondern gewdhnliches Wasserleitungswasser ver- 
wendet. Die Blindversuche erwiesen namlich, dass die Versuchstiere im 
letzteren linger als im ersteren am Leben blieben. 

Fiir die Blindversuche kamen den obigen Stammldsungen entsprechende 
I#sungen, doch ohne Zusatz der Versuchsgifte und ohne nachtragliche Ver- 
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diinnung mit Wasser zur Anwendung. Die Versuchstiere hielten sich in diesen 
Blindversuchen mindestens einen Tag lang lebend. Eine Ausnahme bildete 
die mit MgO bereitete Stammldsung, in der die Wiirmer schon binnen etwa 
15 Stunden starben (die Froschlarven lebten auch in dieser Losung langer, 
iiber einen Tag). Fiir die Wurmversuche mit MgO bediente man sich daher 
beim Blindversuch einer mit ihrem eigenen Volumen Wasser verdiinnten 
Igsung. In dieser Lésung lebten die Wiirmer ungefahr einen Tag. 

Als Versuchsobjekte dienten teils Regenwiirmer [Allolobophora caliginosa 
(Savigny) f. typica], deren Gewicht etwa 1 g betrug, teils Froschlarven (Rana 
temporaria). Alle Wiirmer waren am gleichen Ort in einem Park in Helsing- 
fors und die Froschlarven in einem Graben ausserhalb der Stadt eingesammelt 
wotden. Das Versuchsmaterial wurde stets noch am gleichen Tage ange- 
wandt. 

Die Ausfithrung der Versuche erfolgte in der Weise, dass von der Stamm- 
l6sung dem Obigen gemass eine Reihe von Versuchslésungen in verschie- 
denen Konzentrationsabstufungen hergestellt wurde. Von jeder Versuchs- 
konzentration wurden dann mehrere Proben zu 100 ml abgeteilt und in jede 
von diesen eines der Versuchstiere gebracht. Danach wurde die Zahl der 
nach einer bestimmten Zeit (der Versuchszeit) tot bzw. lebend vorgefundenen 
Tiere notiert. 

Als wichtigste Lehre ergab sich aus diesen Vorversuchen, dass es unbe- 
dingt notwendig war, mit absolut frischen Loésungen zu arbeiten. Bei den 
eigentlichen Versuchen kamen daher die Losungen unmittelbar nach ihrer 
Anfertigung zur Verwendung. Ausserdem wurde eine Versuchsreihe mit 
alteren Losungen ausgefiihrt, um zu ermitteln, in welchem Grade die Gift- 
wirkung bei langerem Stehen abnimmt. 

Die Versuchszeit spielt bei jenen physiologischen Versuchen eine wich- 
tige Rolle. Wasicxy (1923, 1924) empfiehlt als geeignete Versuchszeit eine 
halbe Stunde. Es ist aber fraglich, ob dieselbe nicht doch zu kurz bemessen 
ist. Bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung, wo die Versuchstiere 
in der Giftlésung eingetaucht liegen, so dass die Giftlésung direkt durch die 
Haut in sie hineinpermeieren kann, wird die Permeation fiir die verschiedenen 
Substanzen verschieden schnell vor sich gehen. Und da weiter die Giftwirkung 
des Stoffes natiirlich durch seine Konzentration in der Zelle und nicht ausser- 
halb derselben bestimmt wird, so folgt daraus, dass man bei kurzer Versuchs- 
dauer fiir einen schneller permeierenden Stoff eine gréssere Giftwirkung als 
fiir einen langsamer permeierenden erhalt, dessen Giftwirkung sonst womég- 
lich grésser ware. Bei meinen Versuchen bediente ich mich im allgemeinen 
einer langeren Versuchszeit. 

Nachstehend folgt eine Ubersicht iiber die Resultate meiner diesbeziig- 
lichen Versuche. Die Versuchstemperatur betrug 19°—22°. 
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Aspidin. 


Frisch bereitete Stammldsung farblos, nahm aber schon nach einigen Tagen 
eine braungelbe Ténung an, wahrend die Giftwirkung gleichzeitig allmahlich 
sank, 

Versuche mit Regenwiirmern. Stammlésung mit MgO: letale Konzentration 
nach 6—8 Stunden 0.1—0.2 mg/100 ml (drei Versuchsreihen), — Stammldésung 
mit NH;,;: letale Konzentration nach 2 Stunden 0.2 mg/100 ml (eine Versuchs- 
reihe), nach 6—8 Stunden 0.0s—0.05 mg/100 ml (drei Versuchsreihen), — 15 
Tage alte Stammlésung mit NH,: letale Konzentration nach 2 Stunden 10 
mg/100 ml, 

Versuche mit Froschlarven. Bei diesen Versuchen wurde nur NH,-Lésung 
verwendet, In der Stammlésung starben die Tiere nach 7—8 Min. (15 Pro- 
ben). — Letale Konzentration nach 2 Stunden 0.s—0.s mg/100 ml (vier Ver- 
suchsreihen). 


Flavaspidsaure. 


Stammlésung schwach gelblich, nach einem Tage trat aber Missfarbung 
ein unter gleichzeitiger allmahlicher Abnahme der Giftwirkung. 

Versuche mit Regenwtiymern, Stammlésung mit MgO: letale Konzentration 
nach 6—8 Stunden 0.4a—0.5 mg /100 ml (zwei Versuchsreihen). — Stammlésung 
mit NH,: letale Konzentration nach 2 Stunden 1 mg/100 ml (eine Versuchs- 
reihe), nach 6—8 Stunden 0.2—0.4 mg/100 ml (drei Versuchsreihen), — 10 
Tage alte Stammlésung mit NH,: letale Konzentration nach 2 Stunden 10 
mg/100 ml. 

Versuche mit Froschlarven, Stammldésung mit NHs. In dieser starben die 
Tiere nach 11—13 Min. (15 Proben); letale Konzentration nach 2 Stunden 
0.s—1 mg/100 ml (vier Versuchsreihen), 


Filixsdure. 

Frische Stammlésung hellgelb, wurde aber nach einem Tage dunkel unter 
rascher Abnahme der Giftwirkung. 

Versuche mit Regenwitymern, Stammlésung mit MgO: letale Konzentration 
nach 6—8 Stunden 0.s—1 mg/100 ml (zwei Versuchsreihen). — Stammldésung 
mit NH: letale Konzentration nach 2 Stunden 2—3 mg/100 ml (eine Versuchs- 
reihe), nach 6—8 Stunden 0.s—0.s mg/100 ml (drei Versuchsreihen), — Eine 
22 Tage alte Stammlésung mit NH, hatte bereits ihre Wirkung véllig einge- 
biisst. 

Versuche mit Froschlarven. Stammlésung nur mit NH: in dieser starben 
die Tiere nach 18—20 Min. (15 Proben); letale Konzentration nach 2 Stunden 
1—3 mg/100 ml (vier Versuchsreihen), 


Albaspidin. 


Frische Stammldésung farblos, ging aber alsbald in braungelb iiber, Auch 
ihre Wirkung nahm bei langerer Aufbewahrung ab, 

Versuche mit Regenwttrmern, Stammlésung mit MgO: letale Konzentration 
nach 6—8 Stunden 0.s—0.s mg/100 ml (drei Versuchsreihen) — Stammlésung 
mit NH;: letale Konzentration nach 2 Stunden 0.5 mg/100 ml, nach 6—8 Stun- 


ee 
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den 0.8—0.5 mg/100 ml (drei Versuchsreihen). — 12 Tege alte Stammlésung 
mit NH;,: letale Konzentration nach 2 Stunden 5 mg/100 ml. 
Versuche mit Froschlarven, Stammlésung nur mit NH;,: in dieser starben 


die Tiere nach 20—40 Min. (20 Proben); letale Konzentration nach 2 Stunden 
3—5 mg/100 ml. 


Aspidinol. 


Bei der Bereitung der 0.01 %igen Aspidinol-Stammlésung durch Auflésung 
des Stoffes in Ammoniak nebst darauffolgender Verdiinnung und Neutralisation 
mit Chlorwasserstoffsaure (S. 52) konnte der Neutralpunkt nicht erreicht 
werden, ohne dass das Aspidinol vorher erneut ausgefallt wurde. Die Neutrali- 
sation konnte daher nut so weit gefiihrt werden, dass sich das Aspidinol gerade 
noch in der Lésung erhielt, die also stets schwach alkalisch blicb. Beider Ver- 
diinnung mit Leitungswasser fiir die Versuchslésurgen wurde die alkalische 
Reaktion jedoch bedeutend geschwacht. Auch die mit MgO bereitete Stamm- 
lésung reagierte auf Lackmuspapier schwach alkalisch. Blindproben mit der 
entsprechenden Lésung, aber ohne Zusatz von Aspidinol, erwiesen jedoch, dass 
die Versuchstiere in derselben mindestens einen Tag am Leben blieben. 

Sowohl die MgO- als die NH,-Stammlésung waren frisch zubereitet schon 
gelb, nahmen aber bald einen dunklen Farbton an und biissten bei langerer 
Aufbewahrung ihre Wirkung allmahlich ein. 

Versuche mit Regenwitirmern. Stammldsung mit MgO: letale Konzentration 
nach 2 Stunden 1—2 mg/100 ml (eine Versuchsreihe), nach 6—8 Stunden 0.s— 
0.6 mg/100 ml (drei Versuchsreihen). —- Stammlésung mit NH: letale Kon- 
zentration nach 2 Stunden 2 mg/100 ml (eine Versuchsreihe), nach 6—8 Stunden 
0.s—0.6 mg/100 ml. — 10 Tage alte Stammlésung mit NH,: letale Konzentra- 
tion nach 2 Stunden 10 mg/100 ml. 

Versuche mit Froschlarven. In der mit MgO bereiteten Stammldsung star- 
ben die Versuchstiere nach 25—40 Min, (20 Proben). Die mit NH, bereitete 
Stammldésung war infolge ihrer alkalischen Reaktion (freies NH,) fiir diese 
Versuche unbrauchbar. — Stammldésung mit MgO: letale Konzentration nach 
2 Stunden 0.5—0.6 mg/100 ml (zwei Versuchsreihen). — Stammldsung mit 
NH,: letale Konzentration 0.s—0.6 mg/100 ml (drei Versuchsreihen). 


Phloraspin. 


Stammlésung schwach gelblich. Von diesem Stoff standen fiir die physio- 
logischen Versuche so getinge Mengen zur Verfiigung, dass sie nur fiir einen 
orientierenden Versuch ausreichten. Dieser erwies, dass das Phlorespin zu den 
weniger wirksamen Farnbestandteilen gerechnet werden kann, Die einschla- 
gige Literatur enthalt keine Angaben iiber die Wirkung dieses Stoffes. 

In der Stammlésung starben die Versuchstiere (Froschlarven; 10 Pro- 
ben) nach 22—26 Minuten. 


Die orientierenden Versuche zeigen, dass samtlichen untersuchten Stoffen 
eine bestimmte Giftwirkung zukommt, wie auch, dass das Aspidin von allen 
der giftigste ist. Im iibrigen liessen die Versuche erkennen, dass die mit NHg 
bereiteten Loésungen wirksamer als die mit MgO bereiteten waren. Dies kénnte 
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entweder so erklart werden, dass der Giftstoff sich in den letzteren nicht 
vollstandig lést, oder auch so, dass sich die Giftwirkung in diesen schwach 
alkalischen Lésungen anders als in den annahernd neutralen Ammoniak- 
lésungen dussert. Wie wir spater sehen werden, diirfte die letztere Alternative 


die richtige sein. 


2. Versuche bet bestimmtem pH-Wert. 


Im Sommer 1943 fanden die endgiiltigen physiologischen Versuche statt. 
Als Versuchsmaterial dienten Regenwiirmer. Um méglichst genau vergleich- 
bare und von 4usseren Faktoren unabhangige Ergebnisse zu erzielen, wurde 
stets die Giftwirkung zweier Stoffe gleichzeitig gepriift. Als einer dieser 
Stoffe diente in jedem Versuch das Aspidin, dem somit die Rolle einer 
Test- oder Standardsubstanz zugeteilt wurde. 

Den zweiten wichtigen Unterschied gegeniiber den orientierenden Ver- 
suchen wie auch den Versuchen samtlicher friiheren Autoren bildete der Um- 
stand, dass die Giftlésungen stets auf einen bestimmten pH-Wert eingestellt 
wurden. Dies hatte namlich, wie sich erwies, einen ganz deutlichen Einfluss 
auf die Resultate. Zur Erzielung eines bestimmten pH-Wertes in den Lésungen 
wurde auf folgende Weise verfahren. 

Frisch bereitete Stammldésungen mit NH, (siehe oben S$. 52) wurden mit 
einer Phosphatpufferlésung von bestimmtem pH-Wert auf die gewiinschte 
Konzentration verdiinnt. Die Phosphatpufferlésung wurde nach SORENSEN 
(JORGENSEN 1935) durch Mischen gegebener Mengen 1/15 mol. KH,PO, 
und 1/15 mol. Na,HPO, hergestellt und dann noch mit dem Kigen- 
volumen Leitungswasser verdiinnt. Mit der so gewonnenen, in bezug auf 
Phosphate also 1/30 molaren Pufferlésung wurden dann die fiir die end- 
giiltigen Versuche vorgesehenen Stammlésungen verdiinnt. Die verwen- 
deten Phosphatreagenzien waren von Schering-Kahlbaum, signiert »nach 
SORENSEN). 

Die Versuche wurden teils bei pH 7, teils, um dem im Darm herrschen- 
den natiirlichen Milieu des Bandwurms méglichst nahe zu kommen (der 
pH-Wert im Darmkanal belauft sich bekanntlich auf 8.3), bei pH 8 ausge- 
fiihrt. Schliesslich erfolgte noch eine Versuchsreihe bei pH 8.3 mit Aspidin 
und Flavaspidsaure; als Puffer diente hierbei S6RENSENS Boratlésung (J6r- 
GENSEN 1935),weil sich Phosphatpuffer nicht zur Bereitung von pH 8.3-1é- 
sungen eignet. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in samtlichen Losungen kon- 
trolliert: in den pH 7-Proben mit Bromthymolblau und in den pH 8- und 
pH 8.s-Proben mit Kresolrot; als Vergleichslésungen dienten reine, nach 
Sérensen angefertigte Pufferlésungen. 
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Die in den Lésungen herrschende Temperatur wurde fiir jede Versuchs- 
reihe notiert. Wahrend des Versuches vom Morgen bis zum Abend stieg die 
Temperatur um einen Grad. Bei jeder Versuchsreihe wurde die Anzahl der 
nach 2, 4 und 8 Stunden tot bzw. lebend vorgefundenen Wiirmer verzeichnet. 
Jede Versuchsreihe enthielt auf die verschiedenen Konzentrationen je fiinf 
Versuchstiere. Als tot wurden solche Tiere betrachtet, die nicht mehr auf 
Nadelstiche reagierten. Die fiir den Blindversuch vorgesehenen Kontroll- 
losungen wurden so zubereitet, dass man die mit NH, ohne Zusatz des Gift- 
stoffes bereitete und mit HCl neutralisierte Stammlésung mit dem Eigen- 
volumen Pufferlésung verdiinnte. In diesen Lisungen lebten die Wiirmer 
mindestens einen Tag. 

Die Resultate der Versuche sind in den Tabellen 2—10 zusammengefasst. 
In diesen ist die Konzentration der Stoffe in mg je 100 ml der Lésung ange- 
geben. In den Kolumnen findet man die Anzahl der jeweils tot vorgefunde- 
nen Wiirmer. 

Uberblicken wir die Resultate dieser Versuche, so kénnen wir feststellen, 
dass sie sich im grossen und ganzen mit denen der orientierenden Versuche 
decken. Samtliche untersuchten Farnbestandteile iiben eine bestimmte Gift- 
wirkung aus. Dabei zeigt sich das Aspidin in samtlichen Versuchen den ande- 
ten tiberlegen. An zweiter Stelle steht, gleichfalls in samtlichen Versuchen, 


Tabelle 2. Aspidin-Flavaspidsdure bei pH 7. 


Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit 

Stunden | 0.0125] 0.025 | 0.05 | 0.1 | 0.2 | 0.4 | 0.8 
BONE rare noon, as 2 0 0 1 2 5 == = 
BAGS eases OO 4 0 0 4 5 5 = — 
200 == 2t aes 8 0 5 5 5 5 — — 
Flavaspidsaure 2 — — 0 0 0 2 5 
525) fe 3)» Oar Pera 4 ae —- 0 4 3 5 5 
v1 8 poe mate ine 4 5 5 5 
Re pAGAR Ct dv « 2 0 0 4 0 5 | — | — 
BORO HOt acca sn oe 4 0 0 1 5 5 — a 
CANN eer 8 0 0 4) 5 5 — — 
Flavaspidsaure 2 — — 0 0 0 3 5 
URS RA ee oncitent, eo Guet f — — 0 0 4 5 5 
SE | eR 8 = 0 aes 5 5 


In der ersten Versuchsreihe ist das Aspidin ungefahr 4mal, in der zweiten 
ungefahr 3mal wirksamer als die Flavaspidsaure. 
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Tabelle 3. Aspidin-Flavaspidsdure bet pH &. 


Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit — 

Stunden 0.05 | 0.1 0.2 | 0.4 | 0.8 | 1.6 
ASDIGID «ws. pie aoe + 518 2 0 | 0 2 | 5 = | ri 
VOSS AS success sere sts 4 0 1 5 5 — — 
1:9 220 ait ole eet 8 0 5 5 ° — — 
Flavaspidsdure ...... 2 a> 0 0 0 4 5 
NOSES Jere heres teeta ts 4 — 0 0 sy) 5 5 
19°5300 °°. eee 8 eel tn 5 5 5 5 
Aspidinesee aia ahaa 2 0 0 | 3 | 5 — |— 
20 8:43.225 (oc ncpate, aaeeteeee % 0 2 5 5 = — 
49 o— 2)? oss uchete rene ean 8 0 5 5 5 — == 
Flavaspidsdure ...... 2 —- 0 0 0 3 | 5 
2058 43) chs a dite ei keeles = 4 — 0 1 4 3 5 
URES We ert oe 8 — | 0 5 5 5 2 a ee 5 
Aspidine= 75 \.e meets 2 0 0 | 4 2 oa eee 5 | — | — 
PEM IY pegettartae aa v= A 1 2 5 sy eee 
BGO Ps seagrass onan 8 2 5 5 5 — oo 
Flavaspidsaure ...... 2 and 0 0 4 3 | 5 
95.845 [te ee 4 eae 1 5 5 5 
19%5.86S ite ees 8 i 1 4 5 5 | 5 


Auch in diesen Versuchsreihen ist das Aspidin 2—4mal wirksamer als die 
Flavaspidsaure. 


Tabelle 4. Aspidin-Flavaspidsdure bei pH 8.3. 


Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit 
Stunden 0.1 0.2 0.4 | 0.8 | 1.6 | 3.2 
a en Se aN Se) 
ASpidit s<. S08 atone 2 0 | 0 3 | 5 — | — 
30.8435 i orcs osc eer 4 0 1 5 5 — —_— 
2 Oat Ole eet eee 8 1 5 5 5 — — 
Flavaspidsaure ...... 2 — — 0 0 2 5 
30,843 Nese atte serene seenoe ' — — 0 3 5 5 
bot Loreen As 8 — | sos 4 Yas Bey 


Auch bei pH 8.8 ist das Aspidin ungefahr 4mal wirksamet als die Flavaspid- 
saure. 
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Tabelle 5. Aspidin-Filixsdure bei pH 7. 


Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
{ zeit = Bal Sea 
Stunden | 0.0125 | 0.025 | 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 
Fr eli eo a aa 
Aspidin .... 2 0 0 0 3 5 
29.8.43 4, 0 Oat ako 5 5 - 
20°—21° 8 0 DOM he 5 ey = 
Filixsaure .. 2, : | 0 0 0 3 5 
29.8.43 4 0 1 be 4. 3) 
20°—21° 8 = — — 0 4 5 5 5 
Aspidin ... 2 0 0 0 3 5 - 
23.10.43 4 0 0 3 5 5 = 
18°—19° 8 0 3 . 5 5 By 
Filixsaure .. 2 | 0 0 0 2 5 
25.10.43 4 0 OU ee eee eee 5 
18°—19° .. 8. | | 0 ey ee See eee 5 
In diesen Versuchen ist das Aspidin ungefahr 9—11mal wirksamer als die 
Filixsaure. 
Tabelle 6. Aspidin-Filixsdure bei pH 8. 
Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit — 
Stunden 0.05 0.21 0.2 0.4 0.8 1.6 3.2 
Asgidin-.. 02.65. 2 0 0 as a = 
i MO os ee ae 4 0 Mow Neyecis 5 = 
BOP 207 9 oa 8 Ore So 5 5 
Filixsdure ...... 2 See A Se ee OR 
Ag ee 4 == = 0 yeni ct 5 5 
5 (OSes Re reer 8 — — 0 41 5 is 5 
ASPIGIR fers... 2 0 0 3 5 = — —- 
OOS AR IIE Pence ra per 4 0 2 5 5 
ON Se 8 0 5 5} 5 
Filixsaure ...... 2 — | — 0 0 0 2 5 
ARO RES ee are be arate. prs 4 — 0 0 4, 5 5 
ME 20 Sis. ats as 8 === — 0 4 5 5 “p 
PSP ACIF., oa ss » 2 0 0 2 4 
DONS ke oimterets <-s\s0s 6 4 0 0 5 5 | 
BOP] 21" |. 7. 8 0} 6 5 | 5 . 
Filixsaire ...... 2 = — 0 0 0 pe 
a eae 4 TL — | 0 cet ae ae eat 5 
DO) 1 ee 8 } —— — 0 5 5 5 5 


In den Versuchen bei pH 8 itbertrifft das Aspidin die Filixsaure um etwa 
das 6—8fache an Wirksamkeit. 
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Tabelle 7. Aspidin-Albaspidin bet pH 7. 


| Versuchs- Konzentration mg/100 ml] 

| zeit ——— 

| Stunden | 0.0215] 0.025 | 0.05 | 0.1 0.2 0.4 0.8 
ENS aati oomcrore or 2 0 0 4 2 5 —- — 
Pap Sle nen dO ae | 4 0 0 4 5 5 — — 
pi ace & eae as | 8 0 5 | 6 5 5 | — | — 
Albaspidin Z 0 0 1 5 
GR BMS Bock kta | A | | 0 0 5 5 
Qed 8. Ge, ee | 8 | | ciliates 5 5 
ASDpIGIR 02> sums 2 0 0 0 3 5 — = 
293243: sieves 4 0 0 3 5 5 — 
2 oD Nice shoei 8 0 5 5 5 5 — = 
Albaspidin 2 ~- = — 0 0 4 5 
DAP WS oaiees eee: Bie 4 —_ = — 0 2 5 5 
200 242 ae er 8 _- — —_ OF Go 5 5 


In diesem Versuchen ist das Aspidin ungefahr 4—8mal wirksamer als das 
Albaspidin. 


Tabelle 8. Aspidin-Albaspidin bei pH 8. 


Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit a 

Stunden 0.05 | 0.2 0.2 0.4 0.8 1.6 3.2 
As picnic ects oon 2 0 0 & f¢ S — ) — — 
2SS0) LO meet uedenenetes 4 1 2 5 i) 
192 08 ara itan 8 2 5 5 5 — — —- 
Albaspidin 2 — | — — 0 0 1 4 
23.8:43 Ass o> ieee: 4 / asj-4e 4 5 
49° —— 202 oe ohes: 8 — —- ~- 0 ; 0 5 5 
ASP con as cs oa 2 0 0 2 5 — = = 
Oe is ig.) nee 4 0 3 5 5 | 
~ Lee § Rete eee 8 0 5 5 5 — — —— 
Albaspidin 2 0 0 0 5 
27.843 ak tes asa 4 0 0 3 5 
ZO 2 nee 5 8 — -- _ 0 3 5 5 
ASpldin vi. < cca: 2 0 0 2 4 — _- — 
PAYOR Osh MAIER bla fe ek 4 0 0 5 5 —- = = 
ZO s——2 Le arte wee a 8 0 5 5 5 — — a 
Albaspidin 2 — —- _- 0 0 0 4 
29 Ort Ske Me ss 4 0 0 2 5 
20% 919 cee 8 eee eee ee Sty 


; In den Versuchen bei pH 8 erweist sich das Aspidin ungefahr 12—414mal 
wirksamer als Albaspidin. 
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Tabelle 9. Aspidin-Aspidinol bei pH 
Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit 
Stunden |0.o125 | 0.088 0.05 | 0.1] 0.2 
= eee ee eee ee eee ee ee eee 
epidin ...... 2 0 | 0 0 3 5 
SEBO MEM < s cns so 4 0 0 3 5 5 
20°—21° 8 0 5 B) 5 5 
Aspidinol 2 
BOOED Ls e's cs 4 —— 
=) 8 
hs | 2 0 0 0 24-5 
BEES mee ose ous +s 4 0 0 Sy) 5 5 
20°—21° 8 a0) 5 5 5 5 
Aspidinol 2 
aS: re 4 
29°-91° 8 : 


0 0 0 +) 
0 0 3 5 
1 5 5 5 
0 0 0 5 
0 0 5-| 35 
0 5 5 5 


In den Versuchen bei pH 7 ist das Aspidin ungefahr 30mal wirksamer als 


das Aspidinol. 


In den starksten Aspidinollésungen (0.0016e—0.0082 %) Dbildete sich ein 
schwacher Niederschlag von Aspidinol, doch ohne erkennbaren Einfluss auf 


die Resultate. 


Tabelle 10. Aspidin-Aspidinol bet pH 8. 
Versuchs- Konzentration mg/100 ml 
zeit 

Stunden | 0.05 | 0.1 0.2 0.4 | 0.8 1.69|) 3.2 
SSpidin s.!oq)..22: 2 0 0 2 5 = au —_ 

Ee eee re 4 0 2 5 5 
PO ee N ont oss 8 0 5 5 5 = = a 
{ Aspidinol ...... 2 - 0 0 0 5 
SSO er 4 —- —-- — 0 1 5 5 
Ot 8 — — — 0 5 5 5 
PPS DEGUEN va. ln ss ss 2 0 0 2 5 -- — — 
Dee Riya 5 a 4 0 2 5 5 — — a 
Ee 8 4. 5 5 ee eon a 
ASPIGIOl 25.5. 2 0 0 0 5 
Ue: ae 4 -— -— _— 0 0 4 5 
Bet 202) 3 cee | 8 0 5 5 5 


In den Versuchen bei pH 8 erweist 


wirksamer als das Aspidinol. 


sich das Aspidin ungefahr 8—10mal 


62 Bertel Widén, Phlorogluzinderivate finnischer Farnarten 


die Flavaspidséure, wahrend die Reihenfolge der iibrigen Stoffe bei verschie- 
denen pH-Werten einigermassen schwankt. 

Ein Umstand fallt bei diesen Versuchen sofort in die Augen, der nam- 
lich, dass die Giftwirkung der untersuchten Stoffe bei pH 7 durchgehend hioher 
als bei pH 8 ist. So wirkt das Aspidin bei pH 7 zwei- bis viermal starker als 
bei pH 8 (nach zwei- bzw. achtstiindiger Versuchszeit), die Flavaspidsaure 
zwei-, das Albaspidin vier- bis achtmal und die Filixséure zweimal starker. 
Bei den pH 8.3-Versuchen mit Aspidin und Flavaspidsdure tritt ebenfalls 
das gleiche Verhaltnis zutage, indem die Giftwirkung weiterhin abgenommen 
hat. Dieser Sachverhalt steht offenbar in vollem Einklang mit der allge- 
meinen Regel, dass das undissoziterte Séuremolekiil giftiger als das entsprechende 
Anion ist. (In den Versuchslésungen ist ja die Anzahl undissoziierter Molekiile 
bei pH 7 stets grésser als bei pH 8.) 

Die einzige Ausnahme von dieser Regel scheint nach den Versuchen das 
Aspidinol zu bilden, dessen toxische Wirkung sowohl bei pH 7 als bei pH 8 
die gleiche war. In diesem speziellen Falle ist die Erklarung wohl darin zu 
suchen, dass das Aspidinol, als Saure betrachtet, viel schwacher als die iibri- 
gen untersuchten Substanzen ist, die nach BoEHM (1901 c) als relativ starke 
Sauren zu gelten haben; die Flavaspidsaure als die starkste etwas starker als 
die Kohlensaure. Die erste Dissoziationskonstante der Kohlensaure ist be- 
kanntlich 3.107’, was bedeutet, dass die Saure bei pH 7 etwa zur Halfte in 
Ionen dissoziiert ist. Da von den untersuchten Stoffen Aspidin, Flavaspid- 
saure, Albaspidin und Filixsaéure folglich ungefahr von der Starke der Koh- 
lensaure sind, wird derjenige Teil der Dissoziationskurven dieser Saéuren, 
der zwischen die bei den physiologischen Versuchen angewendeten pH-Werte 
7 und 8 fallt, aus dem steil aufsteigenden Abschnitt der Dissoziationskurve 
bestehen, woraus folgt, dass der Dissoziationsgrad von pH 7 auf pH 8 stark 
steigt und die physiologische Wirkung folglich in entsprechendem Grade 
abnimmt. Beim Aspidinol hinwieder, das nach Boehm eine sehr schwache 
Saure ist, wird sich die Dissoziationskurve bei pH 7 und pH 8 augenschein- 
lich dem asymptotisch parallel mit der x-Achse verlaufenden Teil der Kurve 
nahern, wo der undissoziierte Teil der Saure verhaltnismassig gross, und 
zwar sowohl bei pH 7 als bei pH 8 annahernd gleich gross ist. Eine Folge 
davon ist, dass die physiologische Wirkung dieses Stoffes bei den genannten 
pH-Werten keinerlei Unterschiede aufweist. 

Um das oben Angefiihrte zu beleuchten, sei hier ein Diagramm einge- 
schaltet (Diagramm I), in das die erste Dissoziationskurve der Kohlensaure 
neben einer hypothetischen Kurve fiir Aspidinol eingetragen ist, woselbst 
die Dissoziationskonstante des Aspidinols mit 1 410~® bezeichnet ist. 

Kin iibersichtliches Bild von der Giftwirkung der untersuchten Farn- 
bestandteile erhalt man, wenn man die Versuchsresultate in einer graphischen 
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Darstellung zusammenfasst. Die 7 
Diagramme II und III zeigen 
die Abhangigkeit der Todes- 
geschwindigkeit der Versuchs- 
tiere von der Konzentration 
des Giftstoffes. Hierbei ist als 
Abszisse die Konzentration 
(mg/100 ml) und als Ordinate 9g 


die Todesgeschwindigkeit, d. i. BERLE AS Oe es Oe 

4 Diagramm JI. Erste Dissoziationskurve der 
=, gewahlt. Beim  Kohlensdure nebst einer hypothetischen Disso- 
Versuchszeit 


ziationskurve fiir Aspidinol. Abszisse: pH, 
Auszeichnen der einzelnen Dia- Ordinate: Dissoziationsgrad. 


grammpunkte hat als Grenz- 

konzentration diejenige durch Interpolation bestimmte Konzentration ge- 
golten, bei der die Halfte (2.5) von den fiinf Wiirmern in den einzelnen 
Proben starben. Ausserdem sind samtliche Werte auf die Testsubstanz 
Aspidin eingestellt. Bei pH 7 ist als Standardserie fiir das Aspidin die Ver- 
suchsreihe vom 23.10.1943 gewahlt, die in das Diagramm eingetragen ist. 
Gegen diese Reihe sind die Werte der iibrigen Stoffe gemass den Resultaten 
der Parallelanalysen reduziert. Die eingezeichneten Linien ergaben sich 
durch Verbindung der Mittelwerte dieser Stoffe. Bei pH 8ist entsprechender- 


HAH 
hea kel el A 
hr Hae 


0025 0,05 0,7 


Diagramm II. Das Verhaltnis der Todesgeschwindigkeit der Versuchstiere (Ordinate) 

zu der Konzentration (Abszisse) bei pH 7. x Aspidin, O Flavaspidsdure, @ Albaspidin, 

© Filixsiure, O Aspidinol. Dreier: Punkte sind der Deutlichkeit halber 
untereinander gezeichnet. 
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0025 005 0,4 02 04 0.8 16 spe 


Diagramm III. Das Verhaltnis der Todesgeschwindigkeit der Versuchstiere (Ordinate) 

zu der Konzentration (Abszisse) bei pH 8. x Aspidin, O Flavaspidsdure, @ Albaspidin, 

© Filixsiure, O Aspidinol. Zusammentallende Punkte sind der Deutlichkeit halber 
untereinander gezeichnet. 


weise die Versuchsreihe vom 19.8.1943 als Standard fiir das Aspidin ge- 
wahlt. 


Ein Blick auf die Diagramme zeigt uns, dass die Verbindungslinien der 
auf diese Weise erhaltenen Punkte im grossen und ganzen gerade Linien sind. 
Hieraus ergibt sich der Schluss, dass die Todesgeschwindigheit der Wiirmer 
bei derart angeordneten Versuchen der Konzentration direkt proportional tst. 

Die Diagramme erweisen deutlich die Giftwirkung der verschiedenen 
Farmbestandteile im Vergleich zueinander. Diese lassen sich mithin bei pH 7 
nach abnehmender Giftwirkung folgendermassen aufstellen: Aspidin — Flav- 
aspidsaure — Albaspidin — Filixsaure — Aspidinol. Das Aspidin ist im 
Mittel 3—4mal starker als die Flavaspidsdéure, 6mal starker als das Alb- 
aspidin, 10mal starker als die Filixsdure und 30mal starker als das As- 
pidinol. 

Bei pH 8, das, wie erwahnt, dem im Darmkanal herrschenden pH-Wert 
naher entspricht und darum eher im Hinblick auf die anthelmintische Wirkung 
dieser Stoffe als ausschlaggebend zu betrachten sein diirfte, gestaltet sich 
die Reihenfolge der schwacher wirkenden Stoffe etwas anders als bei pH 7. 
Zu der Testsubstanz Aspidin verhalten sich die Stoffe hinsichtlich ihrer Gift- 
wirkung bei pH 8 nach dem Diagramm wie folgt. Das Aspidin ist im Mittel 3mal 
starker als die Flavaspidsaiure, 6—8mal starker als die Filixsaure, ungefahr 
8—10mal starker als das Aspidinol und etwa 12—14mal starker als das Alb- 
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aspidin. Die Reihenfolge bei pH 8 ist somit nach abnehmender Gift- 
witkung geordnet: Aspidin — Flavaspidsdure — Filixsaure — Aspidinol — 
Albaspidin. 


3. Vergleich mit friiheren Resultaten. 


Wie oben bereits erwahnt wurde, sind die fritheren Autoren in bezug 
auf die Giftwirkung der Fambestandteile zu recht verschiedenen Ergebnis- 
sen gekommen. Die starke Schwankung der einzelnen Toxizitatswerte, die 
z. B. STRAUB (1902) beobachtet hat, hat ihn veranlasst, sich iiber seine Frosch- 
versuche zu dussern: »Gerade das, was ich mit den Versuchen erreichen wollte, 
namlich die Rubricierung der Substanzen in eine Reihe von zunehmender 
Toxicitat, schlug véllig fehl. Je mehr ich Kinzelversuche anstellte, desto 6fter 
wechselten die vier Glieder Filixséure, Aspidin, Albaspidin und Flavaspid- 
sdure ihre Platze innerhalb der Reihe.» Unternimmt man einen Vergleich 
der oben von mir erzielten Werte mit den in der Literatur vorliegenden An- 
gaben, so lasst sich auch hier in mehreren Fallen ein Unterschied verzeichnen. 
Ein direkter Vergleich mit den fritheren Resultaten ist wohl auch nicht ohne 
weiteres durchfiihrbar, wenn man sich die grosse Verschiedenheit der Ver- 
suchsbedingungen vergegenw4rtigt. Ganz besonders gilt dies von dem pH- 
Faktor, der sich bei meinen Versuchen als ausserordentlich bedeutsam heraus- 
stellte, bisher aber noch kein einzigesmal beriicksichtigt worden war. 

Gewisse Gesichtspunkte ergeben sich jedoch auch schon aus dem ange- 
deuteten Vergleich. So gut wie alle Versuche, bei denen das Aspidin mitbe- 
teiligt war, geben an die Hand, dass dieser Stoff unter allen Farnbestandteilen 
der wirksamste ist. Die einzige Ausnahme bilden die frither erwahnten Band- 
wurmwerte GRONBERGs (1935) fiir Aspidin und Filixséure. Das Aspidinol 
wird von Borum (1897) als wirkungslos und von Straus (1902) ia manchen 
Versuchen als wirkungslos, in anderen als schwach wirksam angegeben. In 
meinen Versuchen hat sich das Aspidinol bei pH 7 als schwach, d.h. als am 
schwachsten von allen untersuchten Stoffen, bei pH 8 hingegen als ebenso 
wirksam wie das Albaspidin erwiesen. 

In bezug auf die Versuchsbedingungen sind mit den meinigen am nach- 
sten verwandt die oben bereits erwahnten Regenwurmversuche Yacis (1914) 
mit Filixsdure, Albaspidin und Filmaron. Von diesen sind die zwei erstge- 
nannten Stoffe unseren Versuchen gemeinsam. Wie erwahnt, setzt Vagi 
die absolute Toxizitatsgrenze fiir die Filixsaéure mit 0.0009 % und fiir das 
Albaspidin mit 0.0005 % an. Die Versuchszeit, die der von Yagi angewandten 
in meinen Versuchen am ndchsten entspricht, ist 8 Stunden. Meine Werte 
fiir die besagten Stoffe lauten, wie aus den Tabellen hervorgeht, bei den zwei 
verschiedenen pH-Werten der Versuche im Mittel: 
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Filixsaure: pH 7 0.0004 % 
pH 8 0.0008 % 
Albaspidin: pH 7 0.0002 % 
pH 8 0.0016 % 


Yagis Wert fiir Albaspidin, 0.0005 %, reiht sich also zwischen den beiden 
von mir erzielten Werte ein, wahrend der entsprechende Wert fiir Filixsaure, 
0.0009 %%, ungefahr gleich dem meinigen bei pH 8 ist. 

Diese Versuche reprasentieren natiirlich nicht ein direktes Mass fiir die 
anthelmintische Wirkung der untersuchten Substanzen oder, mit anderen 
Worten, fiir ihr Vermégen, einen Bandwurm abzutreiben. Nach den oben 
besprochenen Untersuchungen von STRAUB sind die fraglichen Phlorogluzin- 
derivate in erster Linie als ausgepragte Muskelgifte und zweitens als Gifte 
des zentralen Nervensystems und des Herzens zu betrachten. Ihre pharmako- 
logische oder anthelmintische Wirkung beruht nach dem genannten Autor 
auf der lahmenden Wirkung, die sie auf die Muskulatur des Bandwurms aus- 
iiben, so dass dieser sozusagen gezwungen wird, seinen Griff am Wirtsorga- 
nismus zu lockern, um dann durch Abfiihrmittel aus dem Darm vertrieben 
werden zu kénnen, Auf diesem Hintergrund betrachtec, diirfte man annehmen 
k6énnen, dass der Giftwirkung, die sich bei Versuchen wie den oben beschrie- 
benen ergibt, im grossen und ganzen auch die anthelmintische Wirkung 
entspricht, die diese Stoffe ausiiben. 

In der Literatur begegnet man nur sparlichen Berichten iiber Versuche, 
bei denen die isolierten Farngifte als Bandwurmmittel an Menschen aus- 
probiert worden waren. RULLE (nach TscuircH 1923) gibt im Anschluss an 
seine Versuche mit roher ausgefallter Filixsaure (POULSSONS wirksame Form 
der Filixsdure; es diirfte sich jedoch vermutlich um Rohfilizin gehandelt ha- 
ben) an einer grossen Zahl von Patienten, dass 0.9—1.2 g in der Regel aus- 
gereicht hatten, den Bandwurm, Bothriocephalus latus, abzutreiben. JACQUET 
(1904) fiihrt drei Falle von Versuchen mit Filixsdure in Dosen von 1.0 bzw. 
0.6 und 0.6 g an. Samtliche Versuche fielen negativ aus. Nur in den zwei 
ersteren Fallen gingen vereinzelte Stiicke des Wurmes ab. Bei drei Kuren 
mit je 0.5 g Albaspidin erhielt Jacquet ein positives und zwei negative Resul- 
tate. Ein Versuch mit 0.6 g Flavaspidsdure schliesslich resultierte im 
Abgang einer ungefahr 60 cm langen Proglottidenreihe ohne Kopf. Borum 
(1897) fiihrt einen Fall an, wo nach der Verabreichnung von 0.1 g Aspidin 
Proglottiden ohne Kopf abgetrieben wurden; der Kopf folgte am nachsten 
Tage bei Verabreichung einer iiblichen Dosis Extractum Filicis. 

Bei einigen Versuchen mit von mir dargestelltem Aspidin, die im Herbst 
1939 unter der Aufsicht von Dr. med. JoHANNES HEINONEN an einer Anzahl 
von Wurmpatienten im Militarlazarett zu Viborg ausgefiihrt wurden, waren 
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folgende Resultate zu verzeichnen. Acht Proben zu je 0.3 g Aspidin ergaben 
durchgehend positive Reaktion, so auch acht Proben mit 0.2 g, wahrend von 
acht Proben mit 0.1 g fiinf positiv und drei negativ ausfielen. 


VII. Die Filixdroge in verschiedenen Pharmakopoen. 


Seit die Gebriider PEscurEer im Jahre 1825 das Atherextrakt von Dryofte- 
vis filix mas als Anthelmintikum einfithrten, ist diese Arzneiform unter allen 
als Wurmmittel herangezogenen Fampraparaten die vorherrschende gewesen. 
Dies geht deutlich u.a. daraus hervor, dass die Pharmakopéen im allgemeinen 
das Atherextrakt der Farndroge neben dem Wurzelstock anfiihren. Dabei 
wird von fast allen europaischen Pharmakopéen der seit alters bekannte Farn 
Dryopteris filix mas als Stammpflanze fiir die Extraktherstellung vorgeschrie- 
ben, obgleich man, wie aus dem Obigen hervorgegangen sein diirfte, spater 
zu der Erkenntnis gekommen ist, dass auch den Wurzelst6cken anderer Fam- 
atten die gleichen wurmabtreibenden Eigenschaften wie der offizinellen Droge 
zukommea. Die einzigen Ausnahmen hiervon bilden die 1939 erschienene 
erste Auflage der estnischen Pharmakopde und die erste Auflage der let- 
tischen Pharmakopée von 1940. Jene schreibt namlich die zwei nahe ver- 
wandten Arten Dryopteris sfinulosa und D. austriaca, diese nur eine dieser 
beiden Arten, D. spinulosa, als Stammpflanze fiir die Extraktherstellung vor. 

Wie aus den obigen Ausfiihrungen bereits zum Teil hervorgegangen sein 
diirfte, ist durch die Forschungen der letzten Jahre unzweideutig erwiesen 
worden, dass sich die aus den Arten Dryopteris spinulosa und D. austriaca 
hergestellte Droge vollauf mit der D. filix mas-Droge messen, ja diese sogar 
iibertreffen kann. Das Vorgehen der baltischen Pharmakopéen, die her- 
kémmliche Filix mas-Droge zugunsten der Spfinulosa- bzw. Austriaca-Droge 
zu streichen, erscheint daher durchaus wohlbegriindet. In Estland liegen die- 
ser Einstellung der offizinellen Pharmakopée wohl die zahlreichen Untersuchun- 
gen zugrunde, die von Stamm und seinen Schiilern in Dorpat ausgefithrt wor- 
den sind. Dieselben zeigen nd4mlich, dass der Rohaspidin- bzw. Rohfilizin- 
gehalt des Sfinulosa- bzw. Austriaca-Extraktes bedeutend héher als der des 
Filix mas-Extraktes ist, und zwar 32—40 % gegen 22—30 % (siehe STAMM 
1932). Die lettische Pharmakopée weicht diesbeziiglich von der estnischen darin 
ab, dass man dort nur D. sfinulosa und nicht die beiden einander nahestehen- 
den Fame zugleich aufgenommen findet. Dieser bemerkenswerte Unterschied 
von der estnischen Pharmakopée diirfte mit Sicherheit auf die umfangreichen 
und mit grosser Beharrlichkeit ausgefiihrten Untersuchungen von MamziTe iiber 
die anthelmintisch wirkenden Farmnarten in Lettland zuriickzufiihren sein. 
Dieser richtete namlich schon in einem frithen Stadium der Untersuchungen 
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seine besondere Aufmerksamkeit auf Dryopteris spinulosa, indem er 1922 
feststellen konnte, dass das fast schon wahrend eines ganzen Jahrhunderts 
in Lettland angewandte Extractum Filicts maris Volmarense, das stets das 
beste Ansehen als sicheres Anthelmintikum genossen hatte, ausschliesslich 
aus den Wurzelstécken von D. spinulosa dargestellt wurde (MarziTE 1943). 
Bei einer spateren vergleichenden Untersuchung iiber die Wirkung der anthel- 
mintischen Farnrhizome nach der biologischen Wertbestimmungsmethode 
(als Versuchstiere dienten Kleinfische) kam Maizite (siehe 1942) zu folgenden 
Resultaten: 


Dryopteris spinulosa .......... 10.27 ng (33.95 %) 
Dcvistala eens eee pie: 12 Se (30.11 %) 
Div ULL AIO Sea ea ae ae 17.66 » (29.41 %) 
DD, sQUSIVIACG Mae eae an tete peter arate 18.71 » (35.15) %5) 


Die Zahlen sind Mittelwerte fiir die Extraktmengen, die innerhalb einer 
halben Stunde tédlich auf die Versuchstiere wirkten. Die entsprechenden 
Rohaspidin- bzw. Rohfilizingehalte sind jeweils hinter den betreffenden 
Werten in Klammern angegeben. Auch hier frappiert das véllige Fehlen eines 
Parallelismus zwischen dem Rohaspidin- bzw. Rohfilizingehalt und der 
physiologischen Wirkung (siehe oben S. 47). 

Diesen Resultaten gemdss ist Dryopteris spinulosa die anthelmintisch wirk- 
samste der untersuchten Farnarten. Erst an letzter Stelle steht in MAIzITES 
Tabelle, trotz ihres hdchsten Rohaspidingehaltes, D. austriaca. Uber das 
Austriaca-Extrakt bemerkt Maizite, dass es seiner Wirkung nach in héchstem 
Grade variiere. So effektiv es mitunter auch sein kann, ist es doch gew6hn- 
lich von geringerer Wirkung als das Spinulosa-Extrakt. Diese Schwankungen 
werden von Maizite auf Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung 
des Rohaspidins zuriickgefiihrt. Das Spinulosa-Extrakt hingegen ist nach 
Maizite in bezug auf seine Wirkung bemerkenswert konstant, was nach dem 
Autor dem in der Droge enthaltenen hochwirksamen und bestandigen Alb- 
aspidin zuzuschreiben ist. 

Auf die verschiedene physiologische Wirkung von Dryopteris spinulosa 
und D. austriaca hatte indessen schon im Jahre 1911 RosENDAHT, in Schwe- 
den hingewiesen, der folgende Extraktmengen der verschiedenen Dryopteris- 
Arten als Wurmmittel gegen Bothriocephalus latus angibt: 


Dryopteris filix mas .......... 8—10 g 
D SPOUSE ss vio eon oan arn ee 4» 
Dy ausiiact 0 Es Ves ees Coes 2» 


Der Autor fiihrt also Dryopteris austriaca als die wirksamste von allen 
drei Arten an und empfiehlt einen Austausch des Extractum Filicis maris der 
schwedischen Pharmakopie gegen das Extrakt von D. austriaca. 
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Noch frither, in den Jahren 1902 und 1903, hatte FIscHER (nach BERc- 
ROTH 1926) im Serafimerlazarett und in der Edgrenschen und Henschenschen 
Klinik in Stockholm eine vergleichende Untersuchung iiber das wurmab- 
treibende Vermégen der drei obengenannten Famarten durchgefiihrt. Auf 
Grund seiner Versuche gibt Fischer folgende Minimaldosen der betreffenden 
Extrakte an: 


UDYVOPECTUSEILLIA UGS © ct vs etna 10 g 
TIE DPNUNOSE Pic ew ee Gh ew in ees 4» 
LO GUSINUAT CMa it o aesieisws cals) SAAN a) 


In diesen Versuchen haben sich also Dryopteris spinulosa und D. austriaca 
als gleich wirksam erwiesen. 

Das gleiche Thema ist neuerdings von den Schweden Carysson & BACK- 
sTROM (1942) einer Behandlung unterworfen worden. Ihre nach der biolo- 
gischen Wertbestimmungsmethode mit Regenwiirmern als Versuchsobjek- 
ten durchgefiihrten Untersuchungen umfassen sechs Proben mit Dryopteris 
flix mas, zwei mit D. spinulosa und zwei mit D. austriaca. Die beiden S#i- 
nulosa-Proben erwiesen sich als die wirksamsten. Von den zwei Austriaca- 
Proben war die eine ebenso stark wie die Spinulosa-Proben, die zweite an- 
nahernd ebenso stark wie die Flix mas-Probe. 

In Schweden ist man sich also schon langst im klaren dariiber gewesen, 
dass die Spinulosa- und Austriaca-Drogen der Filix mas-Droge an Wirkung 
tiberlegen sind. Doch schreibt noch die letzte Auflage der schwedischen 
Pharmakopée (1925) ausschliesslich Dryopteris filix mas vor. Dies ist inso- 
fern bemerkenswert, als das Extrakt, dessen man sich in Schweden schon 
seit einer langen Reihe von Jahren zum grossen Teil bedient hat, nicht Filix 
mas-Exttakt, sondern bei Koponen in Finnland hergestelltes Spinulosa- 
Austriaca-Extrakt ist (nach BERGROTH 1926). 

Die im Jahre 1937 erschienene sechste Auflage der finnischen Pharmako- 
poe ist nicht vom herk6mmlichen Standpunkt in der Filixfrage abgegangen, 
sondern schreibt fortgesetzt Dryopteris filix mas nebst dem entsprechenden 
Extrakt vor. Man fragt sich hier unwillkiirlich, ob nicht eine Anderung dieser 
Einstellung angebracht ware, so dass die Spinulosa- bzw. Austriaca-Droge 
gebiihrend beachtet wiirde. Seit LauREN im Jahre 1897 der Nachweis gelang, 
dass diese Droge ein hochwirksames Extrakt lieferte, hat man sich ihrer in 
unserem Lande bewusst und in grosser Ausdehnung neben der Filix mas- 
Droge bedient, mit der sie sich in bezug auf ihre Wirkung durchaus hat mes- 
sen k6énnen, ja der sie in dieser Hinsicht sogar als iiberlegen betrachtet wor- 
den ist. Als Beleg dafiir konnen die im Laboratorium Koponen hergestellten 
wohlbekannten Aspidii spinulosi-Kapseln, Dr. Lauréns Filicon und Medicas 
Aspidoltabletten genannt werden, die sich allesamt von der Spinulosa-Aus- 
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triaca-Droge herleiten. Schon friiher war diese Droge, obwohl unbewusst, 
in nicht geringem Masse als Beimischung in der Fzlix mas-Droge aufgetreten. 

Das Problem ist auch bei uns wissenschaftlich behandelt worden. In einer 
im Jahre 1926 erschienenen Untersuchung konnte BERGROTH mittels der 
biologischen Wertbestimmungsmethode zeigen, dass das Spinulosa- bzw. 
Austriaca-Extrakt auf Regenwiirmer eine weit starkere Wirkung als das 
Filix mas-Extrakt ausiibte. In dieselbe Richtung wiesen auch die vergleichen- 
den Untersuchungen KILLINENs (1932) iiber den Rohaspidin- bzw. Rohfilizin- 
gehalt der aus den vorgenannten Drogen dargestellten Extrakte. 

Unsere Erfahrungen sprechen also entschieden fiir die Aufnahme der Spinu- 
losa-Austriaca-Droge in die Pharmakopée. Dies braucht jedoch meiner Meinung 
nach nicht unbedingt zu bedeuten, dass die herkémmliche Filix mas-Droge 
aus dem Arzneibuch zu streichen ware, wie dies in den baltischen Pharmako- 
poen geschehen ist. Im Gegenteil, hat man sich doch dieser Droge wahrend 
so langer Zeit in allen europdischen Lander mit Erfolg als Anthelmintikum 
bedient, dass ihre Beibehaltung in der Pharmakopée mir durchaus motiviert 
erscheint. 

Die Frage, ob die beiden Stammpflanzen der Spinulosa-A ustriaca-Droge 
wie in Estland in die Pharmakopée aufzunehmen sind oder ob etwa Dryofteris 
austriaca, wie in der lettischen Pharmakopée, unberiicksichtigt zu lassen ist, 
ist noch schwer zu beantworten. Diesbeziiglich sind unsere Erfahrungen noch 
zu gering, da die beiden Arzneimittelfabriken, die bei uns auch Wurmmittel 
herstellen, namlich das Laboratorium Koponen und die A/G Medica, keinen 
Unterschied zwischen den beiden Arten gemacht, sondern die gemischte Droge 
als Rohmaterial verwendet haben. Bei Medica hat man jedoch feststellen 
zu konnen geglaubt, dass D. austriaca von den beiden die schlechtere sei, 
eine Beobachtung, die also zugunsten der Auffassung MaizirEs spricht. Meine 
eigenen orientierenden Untersuchungen zeigen, wie eingangs erwahnt, keinen 
Unterschied in der Zusammensetzung der in den beiden Arten enthaltenen 
Phlorogluzinderivate, abgesehen von einer einzigen Ausnahme. Die Dryop- 
terts austriaca-Proben aus Joensuu entbehrten namlich ihres wirksamsten 
Bestandteils, des Aspidins, wahrend die in derselben Gegend eingesammelten 
D. spinulosa-Proben den normalen Gehalt an Aspidin aufwiesen. Auch diese 
Beobachtung scheint eine Stiitze fiir die Auffassung Maizites beziiglich der 
variierenden Wirkung der Austriaca-Droge abzugeben; das Beobachtungs- 
material ist aber zu beschrankt, als dass ihm gréssere Bedeutung beizumessen 
ware. Schwerer fallt m. E. der Umstand ins Gewicht, dass das Material, das 
sowohl vom Laboratorium Koponen als von der Arzneimittelfabrik Medica 
zur Bereitung der Spinulosa-Droge herangezogen worden ist, zum iiberwie- 
genden Teil aus D. austriaca bestanden haben diirfte, wovon ich mich bei 
einem Besuch in diesen beiden Fabriken iiberzeugen konnte. Die gleiche 
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Erfahrung machte auch MaiziTxE (siehe 1943) bei einem Besuch im Laborato- 
rium Koponen. Auch die in Schweden gemachten Beobachtungen sprechen, 
wie vorhin erwahnt, zugunsten der Aufnahme der beiden Arten Dryopteris 
spinulosa und D. austriaca in die Pharmakopée. 

Ein Umstand, dem bei der Erérterung dieser Fragen naturgemiiss eine 
grosse Bedeutung zukommit, ist die Frage von der toxikologischen Wirkung 
der Filixdroge. Ausser seinem Einfluss auf die Eingeweidewiirmer iibt das 
Famextrakt auch auf den Wirtsorganismus eine nicht geringe Wirkung aus, 
die sich in Form von unangenehmen Nebenerscheinungen dussert. Es ist seit 
langem bekannt, dass das Famextrakt, zumal bei Verabreichung in grésseren 
Dosen, St6rungen des Sehvermégens und sogar Blindheit, Unwohlsein, Er- 
brechen, Darmblutungen, Krampf, Besinnungslosigkeit und schlimmstenfalls 
den Tod verursacht hat. Auch in Finnland sind hin und wieder, wenn auch 
im Vergleich zu der Anzahl der jahrlich ordinierten Filizinkuren nur ausserst 
selten, Todesfalle nach Einnahme von Filixextrakt eingetreten. Ein paar 
von diesen Fallen sind jiingsten Datums. Ob die verschiedenen Stammpflanzen 
bei der Extraktherstellung, also Dryopteris filix mas, D. spinulosa und D. 
austriaca, eine ungleiche toxikologische Wirkung entfalten, ist noch nicht 
endgiiltig geklart; doch diirfte die anthelmintische Wirkung nicht parallel 
mit der toxikologischen verlaufen. Ware dies der Fall, so hatte man natiir- 
lich in der Spinulosa-A ustriaca-Dtoge die giftigere zu erwarten. Das ist jedoch 
nicht der Fall. Die Erfahrungen sprechen im Gegenteil dafiir, dass gerade 
diese Droge die weniger giftige ist (ROSENDAHL 1911; BERGRoTH 1926). In 
Finnland ist Eskoua (1937) beim klinischen Studium des Bilirubingehaltes 
des Blutes nach Verabreichung von Wurmmitteln zu einem eindeutigen Re- 
sultat gekommen. Er hat sich dabei auf die von friither her bekannte Erschei- 
nung gestiitzt, dass das Bilirubinbild des Blutes auch geringe Stérungen in 
der Funktion der Leber empfindlich widerspiegelt. Dass auch die Spinulosa-. 
Austriaca-Dtoge nicht vollig frei von Nebenwirkungen ist, wird z.B. durch 
einen von Syst (1940) beschriebenen Fall erwiesen, der in totaler Blindheit 
des Patienten resultierte. 

Die obigen Ausfiihrungen zusammenfassend, michte itch also empfehlen, 
dass in einer folgenden Auflage der finnischen Pharmakopoe unter Rhizoma 
filicts die Rhizome aller drei oben besprochenen Farnarten, also Dryopteris 
filix mas, D. spinulosa und D. austriaca, aufgenommen wiirden. Dabei miisste 
aber anstelle der veralteten Rohfilizinbestimmung mat dringender Notwendigkett die 
Priifung der Droge und des aus thr bereiteten Extraktes mittels der biologischen 
Wertbestimmungsmethode eingefiihrt werden. Die vierte in unserem Lande 
votkommende anthelmintisch wirkende Dryopteris-Art, D. cristata, bleibt 
wegen ihres relativ sparlichen Vorkommens ausser Betracht. 

Die Anforderung an ein haltbares Filixpraparat. — Wie im vorherge- 
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henden wiederholt angedeutet wurde, hat als Wurmmittel herk6mmlicher- 
weise in erster Linie das Atherextrakt der anthelmintischen Famrhizome 
gedient, das man in den Pharmakopéen neben dem zu seiner Herstellung 
notwendigen Rhizom vorgeschrieben findet. Wenn die Pharmakopden eine 
langere Aufbewahrung der Rhizome nicht zulassen und auch vorschreiben, 
dass die Bruchflache des Rhizoms rein griin sein soll, so geschieht das, um 
sich vor zu alter Droge zu schiitzen, deren Wirkung nicht mehr die gleiche 
wie die der frischen Droge ist. Dies steht durchaus im Einklang mit den 
Erfahrungen, die man iiber die Wirkungsabnahme der lagernden Droge er- 
zielt hat. Um dieselbe einigermassen zu beleuchten, seien hier einige ein- 
schlagige Werte von WasicKy (1924) und JarEtzKy & PuNnzeEL (1938) ange- 
fiithrt. Ersterer gibt an, dass die Droge bei einjahriger Lagerung zwei Drittel 
ihrer urspriinglichen Wirkung einbiisst, wahrend Jaretzky & Punzel fir 
anderthalbjahrige Droge das Abnahmeverhiltnis 41/,:1 verzeichnen. Mar- 
z1t® (1943) hat bei zahlreichen Versuchen ahnliche Werte erhalten. 

Fiir das Filixextrakt finden sich dagegen keine entsprechenden Bestim- 
mungen hinsichtlich einer begrenzter Aufbewahrungszeit, trotzdem auch es 
sich als unhaltbar erwiesen hat und seine Wirkung bei langerem Stehen ein- 
biisst. Nach Sram (1934) unterliegen die Filixdroge wie auch das aus ihr be- 
reitete Extrakt bei der Lagerung einem Verharzungsprozess, der sich in einem 
Anstieg des Rohfilizin- bzw. Rohaspidingehaltes aussert, dem indessen keine 
Wirkungszunahme, sondern vielmehr eine auf dem Zerfall der genuinen Filix- 
stoffe beruhende Abnahme der biologischen Wirkung entspricht. JARETZKyY 
& PUNZEL (1938) haben mittels der biologischen Wertbestimmungsmethode 
gefunden, dass Extrakte, die iiblicherweise in Flaschen aufbewahrt werden, 
nach einem Jahre ungefahr ein Drittel ihrer Wirkung verloren, wahrend sich 
in Ampullen eingeschmolzenen Extrakte als relativ haltbar erwiesen. Auch 
ZOLTAN (nach Jaretzky & Punzel) hat bei Versuchen mit Blutegeln in Gela- 
tinekapseln eingeschlossene Extrakte haltbar gefunden. Schliesslich seien 
hier noch einige von MarziTEs (1943) Werten angefiihrt, die fiir frisch berei- 
tete und einige Jahre alte Extrakte bestimmt sind. Als Mass gilt die Extrakt- 
menge, die binnen einer halben Stunde den Tod des Versuchstieres herbei- 
fiihrte. 


Dryopteris filix mas .... 193838 8.4 mg 1936 40.0 mg 
D5 SPInNUlgsa a. te. wa cet 1932 5.7» 1936 oe 
D Gusiniaca SAR ae 1932 7.8» 1936 16.0 » 


Mit diesen Tatsachen vor Augen muss der Antorderung an ein haltbares, 
konstant wirkendes Filixpraparat zumindest die gleiche Bedeutung beigemes- 


sen werden wie einer zuverlissigen Wertbestimmungsmethode fiir die Filix- 
droge. 
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Wie angedeutet wurde, diirfte nach ZoLTAN (JARETZKY & PUNZEL) Extrac- 
tum Filicis in gelatinierten Kapseln haltbar sein. 

Jaretzky & Punzel haben in ihrer eben genannten Arbeit (1938) verschie- 
dene Versuche ausgefiihrt, um mittels der biologischen Wertbestimmungs- 
methode die Haltbarkeit von Rohfilizin und Filmaron, teils als solchen, teils 
in Olivendl gelést, zu priifen. Die Resultate geben an die Hand, dass Roh- 
filizin, im Vakuum getrocknet, praktisch unbegrenzt haltbar ist, ohne be- 
sondere Massnahmen fiir die Aufbewahrung zu erfordern. Rohfilizin dagegen, 
wie gewohnlich wahrend einer Stunde bei 100° getrocknet, biisste in 18 Mo- 
naten etwa die Halfte seiner Wirkung ein. Das Filmaron zeichnete sich durch 
eine vorziigliche Haltbarkeit aus. Die im Vakuum getrocknete Olivendéllésung 
von Rohfilizin sowie das in Ol geléste Filmaron erwiesen sich gleichfalls als 
haltbar. 

Angesichts dieser Resultate diirfte es ein gewisses Interesse haben, zu 
erwahnen, dass die neueste Auflage der schweizerischen Pharmakopée aus dem 
Jahre 1933 vakuumgetrocknetes Rohfilizin unter der Rubrik Extractum filicts 
concentratum statt des bisher vorgeschriebenen Atherextraktes verzeichnet. 
Auch die deutsche Pharmakopée ist in dieser Hinsicht nicht an den Ergeb- 
nissen der Forschung vorbeigegangen und hat in ihrer 1926 erschienenen 
sechsten Auflage von Krarvt in Ol geléstes Filmaron unter der Bezeichnung 
Aspidinolfilicinum oleo solutum in ihren Arzneischatz aufgenommen. 

Diese Massnahmen der deutschen und der schweizerischen Pharmakopée 
deuten darauf, dass die Entwicklung auch auf diesem Gebiete im Begriff 
ist, immer reineren und konzentrierteren Praéparaten zuzustreben. Verfolgt 
man konsequent diesen Gedankengang weiter, so ergibt sich als nachster 
Schritt ohne weiteres die Isolierung der wirksamen Bestandteile der Filix- 
droge und der Versuch ihrer Anwendung als Wurmmittel. Hier tritt jedoch 
die Komplikation hinzu, dass die wirksamen Substanzen zu mehreren auf- 
treten. Man k6nnte sich natiirlich die Anwendung eines Produktes denken, 
das aus saémtlichen oder der Hauptsumme der wirksamen Bestandteile auf- 
gebaut und durch weitergehende Reinigung des Rohfilizins erhalten ware, 
aber das Praparat, das sich hierdurch ergabe, ware, obwohl haltbar, infolge 
der Méglichkeiten von Variationen in seiner Zusammensetzung seiner Wirkung 
nach nicht konstant. Das Richtigste ware wohl zu treffen, wenn man eine, 
am liebsten die wirksamste der Substanzen auswahlte, die zugleich in der 
Droge so reichlich vertreten ware, dass ihre Darstellung nicht auf allzu grosse 
Schwierigkeiten stiesse. 

Nach den im Vorhergehenden geschilderten physiologischen Versuchen 
ist das Aspidin der weitaus wirksamste aller dargestellten Farnbestandteile. 
Es hat ausserdem gegeniiber den anderen Farnbestandteilen den Vorzug, 
dass es der in der Spinulosa- bzw. Austriaca-Droge am reichlichsten vertretene 
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Stoff und gleichzeitig leicht darstellbar ist. Da ferner auch die wenigen Ver- 
suche, die mit Aspidin zum Abtreiben von Bandwurm ausgefiihrt wurden, 
giinstig ausgefallen sind und dadurch gezeigt haben, dass sich das Aspidin 
gut als Wurmmittel fiir den Menschen eignet, sind meines Erachtens grosse 
Méglichkeiten dafiir vorhanden, dass gerade in dem Aspidin ein solches 
Praparat vorliegt. Es sind natiirlich fortgesetzte Studien tber den Stoff 
erforderlich, zumal im Hinblick auf seine richtige Dosierung, sobald diese 
aber ausexperimentiert worden ist, besitzen wir im Aspidin ein konstant wir- 
kendes und leicht dosierbares Bandwurmmittel, das, sofern sich seine fabrik- 
missige Darstellung als méglich erweist, Anspruch auf einen festen Platz im 
der Pharmakopée machen dar}. 


VIII. Zusammenfassung. 


1. Die zwei nahe verwandten Arten Dryopteris spinulosa und D. austriaca 
wurden auf den Gehalt ihrer Rhizome an verschiedenen Phlorogluzinderi- 
vaten orientierend untersucht. Dabei ergab sich zwischen ihnen weder quali- 
tativ noch quantitativ ein wesentlicher Unterschied. Folgende mittlere Ge- 
halte an den verschiedenen Phlorogluzinderivaten wurden gefunden: 

Dryopteris spinulosa: Aspidin 0.1—0.2%, Albaspidin bis 0.01%, Flav- 
aspidsaure 0.02—0.05 %, Aspidinol 0.03 %. 

Dryopteris austriaca: Aspidin 0.1—0.2%, Albaspidin bis 0.01 %, Flav- 
aspidsaure 0.01—0.05 %, Aspidinol 0.012 %. 

Die Analysen wurden nach einer modifizierten Form einer seinerzeit 
von BoEHM ausgearbeiteten Methode zur Isolierung der Phlorogluzinderivate 
aus den Farnrhizomen durchgefiihrt. 

2. Die isolierten Phlorogluzinderivate wurden naher untersucht, um 
Methoden zu ihrem qualitativen Nachweis in den Drogenproben zu finden. 
Dabei kam das Mikrosublimationsverfahren zur Anwendung. Direkt subli- 
mierbar sind von den untersuchten Stoffen bei gewodhnlichem Luftdruck 
Aspidinol und Albaspidin, im Vakuum Aspidin und Flavaspidsdure. Die 
Filixsaure zerfallt bei der Erhitzung sowohl unter Normaldruck alsim Vakuum, 
wobei Albaspidin gebildet wird. Alle diese Stoffe sind mittels der Mikro- 
schmelzpunktmethode in ihren betreffenden Sublimaten nachweisbar, des- 
gleichen (jedoch mit Ausnahme des Aspidinols) durch Zutrépfeln von Alkohol: 
zum Praparat, wobei fiir die betreffenden Stoffe typische Kristalle gebildet 
werden (Abb. 11, 15, 19, 20 und 22). Das Aspidinol kann durch Erhitzen 
des Sublimats auf 120°, wo der Stoff in die fiir ihn kennzeichnende Kristall- 
form, tafelférmige Kristalle (Abb. 24), iibergeht, femer durch Zugabe eines 
Semikarbazidreagens nachgewiesen werden (Abb. 29). 
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Diese Erfahrungen bildeten die Grundlage fiir die Untersuchung der ein- 
zelnen Drogen durch Mikrosublimation. Folgende Famarten wurden unter- 
sucht: Dryopteris spinulosa, D. austriaca, D. filix mas, D. cristata und Athy- 
rium filix femina. Aspidinol (Abb. 34, 35, 42, 43, 49,50, 54 und 55) und Alb- 
aspidin (Abb. 36, 45, 51 und 56) konnten in der angegebenen Weise in den 
Wurzelstécken samtlicher Arten, mit Ausnahme der zuletzt genannten, 
konstatiert werden. Aspidin wurde durch Vakuumsublimation im Rhizom 
von Dryopteris spinulosa (Abb. 37 und 38) und D. austriaca (Abb. 44 und 46) 
festgestellt. 

3. Die physiologische Wirkung der isolierten Phlorogluzinderivate wurde 
in Tierversuchen gepriift. Als Versuchstiere dienten Regenwiirmer. Die 
Versuche zeigen, dass sémtlichen untersuchten Filixstoffen den Versuchs- 
tieren gegeniiber eine bestimmte Giftwirkung zukommt. Diese hat sich als 
weitgehend abhangig von der Wasserstoffionenkonzentration der Versuchs- 
lésung erwiesen. Aus den Diagrammen II und III (S. 63 und 64) ersieht man 
die Giftwirkung der untersuchten Stoffe, miteinander bei pH 7 und pH 8 
nach den Versuchszeiten von 2, 4 und 8 Stunden verglichen. In sémtlichen 
Versuchen hat sich das Aspidin als der wirksamste Stoff ergeben. 

4. Als Stammpflanzen der Rhizoma Filicis-Droge in einer folgenden Auf- 
lage der finnischen Pharmakopée werden empfohlen: Dryopteris filix mas, 
Dryopteris sbinulosa und Dryopteris austriaca. 

5. Schliesslich wird noch die Méglichkeit der Aufnahme von Aspidin 
als konstant wirkendes Wurmmittel in die Pharmakopée diskutiert. 
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Abb. 3. Langsschnitt 


durch den Wurzelstock von Dryopteris austriaca, 
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Abb. 7—8. Léangsschnitte durch die Blattstielbasis von Drvopteris austriaca, 
Interzellularen mit inneren Sekrethaaren zeigend. 
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Abb. 9. Aspidin, umkristallisiert Abb. 10. Mikrosublimat von 
aus Alkohol. Aspidin -+ Alkohol. 
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Abb. 12. Mikrosublimat von Alb- 
aspidin. 
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Abb. 11. Vakuumsublimat von 
Aspidin + Alkohol. 
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Abb. 13. Mikrosublimat von Alb- Abb. 14. Mikrosublimat von Alb- 
aspidin. aspidin. 
UP Rte Ae yor 


Abb. 15. Mikrosublimat von Alb- Abb. 16. f#-Flavaspidsaure. 
aspidin -++ Alkohol. 72: OX 
72° X 


a Abb. 18. §-Flavaspidsdure, er- 
tp bess halten durch Erhitzen der a-Form 
auf 140°. 
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Abb. 19. Vakuumsublimat von 
Flavaspidsdure + Alkohol. 
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Abb. 20. Vakuumsublimat von 
Flavaspidsdure + Alkohol. 
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Abb. 21. Mikrosublimat von Fi- 
lixsaure. 
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Abb. 23. Aspidinol + Semikarb- 
azid. 
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Abb. 22. Mikrosublimat von Fi- 
lixsdure + Alkohol. (Albaspidin.) 
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Abb. 24. Aspidinol, auf 130° er- 
hitzt. 
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Abb. 25.  Kristallschuppe von 
Aspidinol, gebildet nach Abkiih- 
lung der Schmelze. 
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Abb. 27. Mikrosublimat von 
Aspidinol. 
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Abb. 29. Aspidinolsublimat ++ 
Semikarbazid. 
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Abb. 26. Mikrosublimat von 
Aspidinol. 
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Aspidinolsublimat —- 
Alkohol. 


Abb. 30. Mikrosublimat von 
Dryopteris spinulosa. 
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Abb. 31. 


Abb. 33. Mikrosublimat von 
Dryopteris spinulosa. 
DRIES 


Abb. 35. Dryopteris spinulosa. 
Resublimat + Semikarbazid. 
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Mikrosublimate von Dryopteris spinulosa. 


Abb. 32. 


Abb. 34. Dryopteris spinulosa. 
Resublimat, auf 130° erhitzt. 
(Aspidinol.) 
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Abb. 36. Dryopteris spinulosa. 
Vakuumsublimat + Alkohol. (Alb- 
aspidin.) 
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Abb. 37. Dryopteris spinulosa. Abb. 38. Dryopteris spinulosa. Va- 
Vakuumsublimat + Alkohol. kuumsublimat des Niederschlags 
(Aspidin.) (siehe Text!) + Alkohol. (Aspidin.) 
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Abb. 39. Abb. 40. 
Mikrosublimate von Dryopteris austriaca. 
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Abb. 41. Mikrosublimat von Abb. 42. Dryopteris 


: austriaca. 
Dryopteris austriaca. Mikrosublimat -++ Semikarbazid. 


TR 72 xX 


ACTA BOTANICA’ FENNICA 37 TAFEL 14 


Abb. 43. Dryopteris austriaca. Abb. 44. Dyryopteris austriaca. 
Resublimat bei 130°. (Aspidinol.) Vakuumsublimat -+ Alkohol. 
aS (Aspidin.) 72 xX 


Abb, 45. Dyryopteris austriaca. Abb. 46. Dryopteris austriaca, Va- 
Vakuumsublimat-+ Alkohol. (Alb- kuumsublimat des Niederschlags 
aspidin.) (siehe Text!) -- Alkohol. (Aspidin.) 
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Abb. 47. Mikrosublimat von Abb. 48. Mikrosublimat von 
Dryopteris filix mas. Dryopteris: filix mas. 
12% 72 x 
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Abb. 49. Dryopteris filix mas. 
Resublimat, auf 130° erhitzt. 
(Aspidinol.) 72 x 


Abb. 50. Dryopteris filix mas. 
Resublimat -+ Semikarbazid. 
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Abb. 51. Dryopteris filix mas. 
Vakuumsublimat -+ Alkohol, (Alb- 
aspidin.) 
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Abb. 52. 
Mikrosublimat von Dryopteris 
cristata. 
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Abb. 53. Mikrosublimat von 
Dryopteris cristata, 
72) 


Abb. 54. Dryopteris cristata. Mikro- 
sublimat +- Semikarbazid. 
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Abb. 55. Dryopteris cristata. Re- Abb. 56. Dryopteris cristata, Va- 
sublimat auf 130° erhitzt. kuumsublimat + Alkohol. (Alb- 
(Aspidinol) aspidin.) 
22eN = D2 OS 


